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Les tumeurs intracraniennes font partie des patfiedoles plus fréquentes en neurologie
aprés les accidents vasculaires cérébraux et leer#Es. On estime leur incidence a 10
nouveaux cas par an pour 100000 personnes. Leslagiiomes en sont la forme la plus
virulente et malgré les avancées medicales desedesnannées leur pronostic demeure trés
pessimiste. En effet, la médiane de survie esoddré de 12 mois et le taux de survie a 5 ans
est seulement de 2%.

L'un des enjeux actuels de la recherche en neutologie est de mettre au point de
nouveaux traitements a visée curative. C’est lededsa thérapie de photoactivation du platine
par irradiation synchrotron (PAT-Plat), technique g été développée au cours des dernieres
années et qui a montré des effets curatifs cheratleporteurs du gliome F98.

Dans ce travail de thése, nous avons cherché &roagactériser les effets de la PAT-Plat et
de ses différentes modalités (chimiothérapie a dasgsplatine et radiothérapie synchrotron)
sur les tissus et la vascularisation cérébralessaimsi que sur le gliome F98. La microscopie
biphotonique intravitale a été utilisée comme mééhd’'observation et notre étude a donné
lieu au développement de plusieurs méthodes (oisenvde la perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique (BHE), imagerie de la vasaafon tumorale, marquage des
astrocytes et des fibres élastiques en intravital).

Nous avons ainsi démontré qu’une irradiation syoithn (15Gy/79keV) n’entrainait pas
d’effets secondaires a court terme (rupture deH& Bdiminution de la perfusion, gliose, ...)
dans le cortex pariétal de souris nude. Nous aggatement mis en évidence qu’un effet de
synergie entre le cisplatine et l'irradiation étaitorigine des effets spectaculaires de la PAT-
Plat. Enfin, nous avons souligné qu'outre son acsar les cellules tumorales, la thérapie
entrainait une diminution de la perfusion des &8s angiogeniques.

Mots-clés : Thérapie de photoactivation du platine par irradsynchrotron ; Microscopie
biphotonique, Neuro-oncologie, Microvascularisatiagrébrale et tumorale, Histologie
intravitale.

Brain tumors are the third most frequent patholeggountered in neurology following stroke
and dementia. Approximately 10 new cases are ememch each year in a population of
100.000. Glioblastoma are the most aggressive antoam tumors and despite medical
progress they suffer of a poor prognosis (mediawigl time is 12 months; five years
survival rate is 2%).

One of the challenges in neuro-oncology is the kdbgveent of new curative treatments
against glioblastoma. One of them, the photoadtmaherapy of platinum with synchrotron
X-rays (PAT-Plat) was developed during the lastyead has shown curative effects in rats
bearing the F98 glioma.

In the present study, we have attempted to chaiaetthe effects of the PAT-Plat and its
different modalities (chemotherapy with cisplatimdasynchrotron radiotherapy) on healthy
brain tissue and microvasculature as well as on R88 glioma. Intravital multiphoton
microscopy was used as the main imaging tool testigate the effects of the PAT-Plat and
many methodologies were developed (assessemenbad-brain-barrier (BBB) disruption,
imaging of tumor microvasculature, staining of asytes and elastic fibers).

We have shown that a 15Gy/79keV synchrotron irtaahadoes not induce short term side
effects (BBB disruption, diminution of the perfusiggliosis, ...) in the parietal cortex of nude
mice. We have also demonstrated that a synerggféict between cisplatin and irradiation is
at the origin of the effects of the PAT-Plat. Flgalwe have shown that the action of the
PAT-Plat is not restricted to tumor cells; a deseem the angiogenic vessels perfusion was
also observed in the peritumoral area of the FR8.

Keywords: Photoactivation of platinum using synchrotron Xsa Multiphoton microscopy ;
Neuro-oncology, Brain and tumor microvasculatungiavital histology.
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Définitions et Abréviations

Définitions et Abréviations

Notion d’étude in vivo, in situ et en intravital

Il existe un débat entre biologistes sur la débnide la locutionn vivo. Certains considerent
en effet que des travaux réalisés sur des préleusnae tissus maintenus en vie sont des
étudesin vivo; d'autres pas. Afin de simplifier le probléme,usoutiliserons I'adjectif

« intravital » pour des observations ayant ét@gasur des animaux vivants. La locutiom «
situ » sera utilisée pour des études réalisées damsde®es conditions qu’en intravital mais
sur des animaux euthanasiés juste avant I'expétatien. Enfin, le terme « explant » sera
réservé a des organes ou tissus ayant été pr&avédes animaux et observés par la suite

(qu’ils aient été maintenus en conditions physimags ou qu’ils aient éte fixes).

Abréviations

ADN : Acide DesoxyriboNucléique

ARNmM : Acide RiboNucléique messager

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique

BOLD : Blood Oxygen Level Dependant

BSA : Bovine Serum Albumin

CDDP : Cis-DiamineDichloroPlatinum (Cisplatine)
CED : Convection-Enhanced Delivery

CT-Scan : Computed Tomography (= Scanner X ; = Taensitométrie)
DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DSB : Double Strand Break

EGFP : Enhanced Green Fluorescent Protein
ENU : N-ethyl-N-nitrosourea

ESRF : European Synchrotron Radiation Facility
FDA : Food and Drug Administration

FDM : Fragments d’ADN migrants hors du gel
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FITC : Fluorescein Isothiocyanate

FWHM : Full Width at Half Maximum (largeur a mi-hiawr)
GFAP : Glial Fibrillary Acidic Protein

GFP : Green Fluorescent Protein

HE : Hematoxyline Eosine

HIF : Hypoxia Inducible Factor

IMRT : Intensity Modulated Radiation Therapy

INSERM : Institut National de la Santé et de la lrReche Médicale
ip : injection intra-péritonéale

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

Iv : injection intra-veineuse

MNU : Methylnitrosourea

MRT : Microbeam Radiation Therapy

NA : Numerical Aperture (Ouverture Numérique)

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAT-Plat : PhotoActivation Therapy with Platinum

PBS : Phosphate Buffered Saline (Tampon Phosphate)

PET : Positron Emission Tomography (Tomographiefraission de Positons)
PMT : Photo Multiplier Tube (Tube Photomultiplicatg

ROI : Region Of Interest (Région d’intérét)

SHG : Second Harmonic Generation (Génération dersiecHarmonique)
siRNA : small interfering RiboNucleid Acid

SMC : Smooth Muscle Cells (Cellules Musculairesskes

Souris KO : Souris Knock-Out (souris possédantemegnvalidé)
Souris SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency

SRB : Sulforhodamine B

SR-XRF : Synchrotron Radiation Induced X-ray Flisoence
SSB : Single-Strand Break

SVF : Serum de Veau Foetal

TDM : Tomodensitométrie

TEL : Transfert d’Energie Linéique

TRITC : Tetra methyl Rhodamine IsoThioCyanate

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
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Introduction et Objectifs

Chaque jour en France, un peu plus de 400 persa@&wesient des suites d’'un cancer.
Il s’agit de la seconde cause de mortalité apresrialadies cardio-vasculaires. Bien que la
prise en charge des patients et les traitements @®lué au cours des derniéres décennies,
certaines formes de tumeurs demeurent d’un pranwes pessimiste.
C'est le cas notamment des tumeurs intracranieneesplus particulierement des
glioblastomes qui en sont la forme la plus viruberA ce jour, le traitement de ce type de

tumeur est essentiellement palliatif et le pouragatde survie a 5 ans est de I'ordre de 2%.

L'un des enjeux de nombreuses équipes de rechasthée développement de nouvelles
thérapies en vue d'établir un traitement curatitague le développement de nouveaux outils
de diagnostic. C'est le cas de plusieurs équipstaliges dans le centre de recherche
INSERM U836 (Grenoble Institut des Neurosciencesy’est déroulé ce travail de thése.

Au début des années 2000, un nouveau type dentiitea vu le jour en partenariat avec le
European Synchrotron Radiation Facility. Cette dpér baptisée PAT-Plat pour
« PhotoActivation Therapy with Platinium » combiclimiothérapie a base de drogues
platinées et radiothérapie utilisant les propriééseptionnelles du rayonnement synchrotron.
En 2004, les effets curatifs de la PAT-Plat furéé@montrés sur des rats porteurs du gliome
F98. Devant ces résultats prometteurs, des essaigjudm de phase | sont en cours
d’élaboration et devraient voir le jour d'ici fird@8 / début 2009.

En parallele, un autre institut de recherche Grimigble « Laboratoire de Spectrométrie
Physique » installa en partenariat avec I'équipe« Bleuroimagerie Fonctionnelle et
Métabolique » de I'Institut des Neurosciences ulaeforme de microscopie biphotonique
intravitale, une nouvelle technique de microscopés prometteuse pour ses applications
biomédicales.

Une premiére « génération » de doctorants (PasMeaknt et Raphaél Serdf)cs’appliqua a
développer l'imagerie de la microvascularisatiomébéale par microscopie biphotonique

intravitale et a lappliquer a I'étude des effetsr des tissus sains d’'un protocole de

radiothérapie synchrotron nommeé « radiothérapienpiarofaisceaux ». Devant le succés de
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ce travail d’interface entre physique, biologiargidecine, un sujet de thése fut proposé afin
d’étudier les effets de la PAT-Plat en utilisantyjge de microscopie.

Ce travail de these intitulé « Effets de la photivation par irradiation synchrotron sur la
microvascularisation et sur les tissus cérébra@z ¢h souris saine ou porteuse d'un gliome :
développements en microscopie biphotonique et ®gsacliniques » s’articule donc autour

de 3 grands axes :
- une pathologie : les tumeurs intracraniennes et péuiticulierement les glioblastomes.

- une thérapie : la thérapie par photoactivation ldtine par rayonnement synchrotron
(PAT-Plat).

- une méthode d’'imagerie : la microscopie biphotoeiqu

Les objectifs de ce travail se sont révélés masipkt s'articulent autour de deux grands
themes : le développement de méthodologies d’ohserven microscopie biphotonique et

I'’étude des effets de la PAT-Plat. Concréetemertiulede ce travail a été :

1) de développer de nouvelles méthodologies en migpiscbiphotonique intavitale
permettant d’étudier les effets de la PAT-Plat. sllhgit principalement de
'amélioration de la méthode d'étude de la perméabde la barriere hémato-

encéphalique et la mise en place de 'imageri@adas$cularisation tumorale.

2) de développer de nouveaux protocoles de coloraiommicroscopie biphotonique
intravitale comme le marquage des astrocytes et fibees élastiques avec la
sulforhodamine B. Le transfert de ces protocoled’étude des radiothérapies

synchrotron est également propose.

3) d’étudier les effets d’'une irradiation synchrotreeule sur la vascularisation et les
tissus cérébraux en conditions PAT-Plat (c'estra-divec une dose de 15Gy et une

énergie de 79keV).

4) d'étudier les effets de la PAT-Plat et de ses diffes modalités sur la croissance

tumorale.

5) d’étudier les effets de la PAT-Plat sur la vasdsédion tumorale.
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Si les points 1, 3, 4 et 5 étaient bien définicammencement de ce travail de thése, le point

2 s’est rajouté en cours de travail. La spécificité marquage des astrocytes et des fibres

élastiques par la sulforhodamine B a été découderfacon fortuite. Un marquage inattendu,

considére initialement comme parasite, nous a er@ragrous poser de nombreuses questions

qui ont abouti a la caractérisation de la spétffiddu marquage et a la découverte de

nouvelles techniques de coloration. L'un des offegrincipaux de ce travail de thése étant

le développement de méthodologies en microscopieobbnique, il nous est apparu tout a

fait opportun d’inclure la description de ces desdthodes dans ce manuscrit.

Ce manuscrit se divise en 7 chapitres répartiseen grands themes :

- La Base de connaissances comprenant 4 chapitres :

o

le premier chapitre présente quelques généralitésearosciences avant de
s'intéresser aux différents aspects épidémiologicetecliniques des tumeurs
intracraniennes. Il se conclut par une discussimnes différentes méthodes de

modélisation animale en oncologie.

le second chapitre s’intéresse aux différentesathés mises en place pour
lutter contre les tumeurs intracraniennes : exéchseargicale, chimiothérapie,
radiothérapie et nouvelles thérapies. Les aspéioigues des traitements sont

également abordés.

le troisieme chapitre présente plus en détail deothérapie en s’attardant sur
les interactions rayonnement / vivant. La lumieyachrotron est également

décrite et la PAT-Plat est présentée en détail.

le quatriéeme chapitre est consacré a la microsc@ne étude est d'abord
réalisée de facon chronologique en rappelant debreum phénomenes
physigues de base. Le fonctionnement de la micppsate fluorescence, de la
microscopie confocale et biphotonique est égalerdétdillé. Les applications
de cette derniére dans le domaine des neurosciehaks la neuro-oncologie

sont enfin développées.

- L’Etude comprend 3 chapitres :

o

le cinquieme chapitre qui décrit tous les dévelopgets en microscopie
biphotonigue qui ont été mis au point lors de egail de these. L'installation
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utilisée est tout d’abord présentée puis les mé&hatlobservation des tissus
cérébraux (imagerie de la vascularisation, perntiéaloie la barriere hémato-
encéphalique, imagerie des astrocytes) sont pgseribans un second temps,
la mise au point de l'imagerie de la vascularisattamorale est précisée.
Enfin, une méthode de marquage des fibres élastipaela sulforhodamine B
est décrite et des exemples d’application sontldgpés.

o le sixieme chapitre s’intéresse a la description dfets d’'une irradiation
synchrotron en mode tomographique avec une do4é@g et une énergie de

79keV sur la vascularisation et les tissus cérébsains.

o Le septieme chapitre décrit les effets de la PAGt-RRt de ses différentes
modalités sur la croissance du gliome F98 implatéhéterotopique. Une
étude des effets de la thérapie compléte sur laulassation tumorale est

également présentée.

Ce manuscrit se termine par une section « Conclases Perspectives » qui rappelle et
conclut sur les différentes avancées et découvtaites lors de ce travail de these. Quelques
pistes sont émises sur la mise en place d’essaigu#ds de phase | pour la PAT-Plat. Les
formidables perspectives de la microscopie biphgten pour des applications biomédicales

sont également soulignées.

Ce manuscrit a été rédigé dans l'optique de poudtoe accessible au plus grand nombre.
C’est pour cela que des sujets aussi variés quenetionnement d’'un microscope, la
radiolyse de I'eau ou encore I'histopathologie giésblastomes sont traités dans la premiére
partie. Cette « base des connaissances », asggelea veut étre une référence dans laquelle
on peut venir chercher des données nécessairescompréhension de certains résultats
présentés par la suite.

Bien que certains points puissent paraitre singdipour le spécialiste, cette these se trouvant
a l'interface de plusieurs matieres, il nous a paguessaire de rappeler quelgues bases de

biologie aux physiciens et inversement.
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Chapitre 1 : Systéme Nerveux et Tumeurs Intracrarés

Chapitre 1

Systeme Nerveux et Tumeurs
Intracraniennes

La connaissance de I'environnement physiologiquesdaquel se développe une
tumeur est nécessaire pour mieux comprendre s@mneyisa progression ainsi que pour
mieux la caractériser. L'ensemble des informatioasueillies sur I'environnement et la
tumeur elle-méme permettront de poser un meillaagrobstic et surtout d’élaborer le
traitement qui sera le plus adapté.

Dans ce chapitre, nous verrons tout d’abord qusigéaéralités sur le systeme nerveux ; une
bréeve étude anatomique permettra de définir et @eposituer les différents éléments que
nous évoquerons dans la suite de cette étude. iasscond temps, NOus Nous intéresserons
aux difféerentes méthodes de neuroimagerie clinpprenettant d’'observer le systéme nerveux
mais aussi de détecter, de classifier et de slévteitement des pathologies qui peuvent le
toucher. Dans un troisieme temps, quelques donmgmdémiologiques des tumeurs
intracraniennes seront abordées avant de se peschiEtail sur leur classification ainsi que
leurs caractéristiques. Enfin, nous nous intéressera la modélisation des tumeurs

intracraniennes chez le rongeur.

1.1 Quelgques Eléments de Neuroanatomie.

1.1.1 Composition du systeme nerveux.

Le systeme nerveux est le centre de communicagohodganisme, il permet de percevoir
I'environnement, de I'analyser et de produire ui@onse (pouvant étre motrice ou rfon)
Fonctionnellement, il peut étre divisé en deux desnparties : le systéme nerveux somatique
associé au contréle volontaire et le systeme n&reemionome (ou végétatif) qui intervient
dans la régulation des fonctions vitales.

A I'échelle microscopique, le systeme nerveux estgosé de 2 grands types cellulaires :
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- les neurones : cellules excitables qui conduisetmaesmettent I'information
- les cellules gliales, elles mémes divisées en g@lusisous-groupes parmi lesquels on
trouve les astrocytes, les oligodendrocytes, ldkiles de Schwann, les cellules

microgliale$ et les cellules épendymaires.

1.1.2 Neuroanatomie générale

1.1.2.1Divisions du systéme nerveux

Du point de vue anatomique, le systeme nerveux §teatdivisé en deux grandes parties : le
systeme nerveux central et le systeme nerveuxtggrique.

Le systeme nerveux central également appelé néesixeomposé du cerveau et de la moelle
épiniere. Il est entouré par une protection oss€hede cranienne et colonne vertébrale

respectivement). Cependant, il n’est pas en codiemit avec la paroi osseuse ; les méninges,
une enveloppe fibreuse et spongieuse, assurembidicire. Il baigne également dans un

liquide particulier appelé liquide cérébro-spinal.

Le systeme nerveux périphérique est constituéatesémble des nerfs reliant les différentes
parties du corps au névraxe. Ce sont les nerfserrguil2 paires) qui ont pour origine le tronc

cérébral et les nerfs spinaux (31 paires) qui ont prigine la moelle épiniere.

1.1.2.2Grandes structures.

Comme nous venons juste de le voir, le névraxecasstitué du cerveau et de la moelle
épiniére. Le cerveau, peut également étre subdanséifférentes structures (Figure 1.1) : le
tronc cérébral, le cervelet, le diencéphale etlencéphale (hémisphéres cérébraux).

On différentie également la substance grise (zarmgenant les corps cellulaires des

neurones) de la substance blanche (axones myél#isé
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Proportions
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Figure 1.1 : Neuroanatomie comparée rat/homme (Moéé d’aprés %)

1.1.3 Quelques éléments d’anatomie cérébrale

1.1.3.1Méninges

Nous avons vu précédemment que les méninges entdereévraxe, histologiquement, elles

peuvent étre divisée en trois couches (Figure:1.2)
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- la dure-mere, feuillet épais et résistant qui agllar perioste du crane. Elle contient
les sinus veineux qui drainent les veines cérépi@iair 1.1.4).
- l'arachnoide qui tapisse la face interne de la doéee et qui envoie des travées
conjonctives vers la troisieme couche.
- la pie-mere, feuillet tres fin et transparent qili@re a la surface du cerveau.
On définit également plusieurs espaces dont I'espaas-arachnoidien (entre I'arachnoide et

la pie-mere) ou circule le liquide cérébro-spinal.

—— o Dure-mére
Arachnoide

Espace sous-arachnoidien

Pie-mére

Artére

Substance grise

| Substance Blanche

Figure 1.2 : Organisation des méningegnodifié d’aprés Purvép

1.1.3.2Hémispheéres cérébraux

Les hémispheéres cérébraux se trouvent dans la gaigitentorielle et peuvent étre divisés en
quatre lobes : frontal, pariétal, temporal et odalFigure 1.3).

A leur surface, se trouve une mince couche de anbstgrise, le cortex cérébral, marqué par
de nombreux sillons qui délimitent des circonvalot. On note également la présence de
commissures qui sont des faisceaux de fibres neegeweliant les différentes parties du

cerveau entre elles. Le corps calleux, par exemglie,les deux hémisphéres cérébraux.

Plus en profondeur se trouvent les noyaux grisragrtparmi lesquels le noyau caudé et le
putamen. Nous n’entrerons pas dans les détailgmaigies et fonctionnels de ces différents

noyaux ni dans la classification des aires cérébrdla figure 1.3 permet de donner quelques
repéres sur l'organisation des hémispheres cénébnpour une étude plus approfondie, les

référence$ "> traitent en détail les différents aspects neurmamnigues.
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1.1.3.3Cortex cérébral

Le cortex cérébral est la partie la plus évoluéeelwyeau. La surface corticale totale est de
I'ordre de 2000 & 2500cthez un humain adulte. D’un point de vue histajagi le cortex
est composé de six couches notées | a VI (de taglterne a la plus interne) (Figure 1.4):

- |: couche moléculaire. Elle comporte tres peu @dules (essentiellement des
astrocytes. Il s’agit d’'une zone riche en synapses.

- 1l: couche granulaire externe. Cette couche esherien neurones granulaires
également appelés « stelate cells », le diamétteuwlesoma est en général inférieur a
10 pum.

- lll : couche pyramidale externe. Composé de newpyeamidaux effecteurs.

- IV : couche granulaire interne. Composé de neurgmnasulaires impliqués dans les
voies de la sensibilité.

- V. couche pyramidale interne. Elle abrite les nees pyramidaux géants, également
appelés cellules de Bétdont le diamétre peut atteindre 70um. Ce sonndesones
moteurs.

- VI : couche polymorphe (également nommée fusiforme)

Les couches superficielles établissent des cororectiégionales, les couches profondes sont

en rapport avec des structures plus distantes

Sillon central

Lobe pariétal

Lobe'occipital
Lobe temporal

Figure 1.3 : Représentation des différents lobes drerveau(Modifié d’apres)

! Du nom de I'anatomiste Vladimir Betz (1834 — 1884d) les découvrit.
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Couche

Vi

Figure 1.4 : Les différentes couches du cortex cdigal (Modifié d’apres’)

1.1.4 Vascularisation cérébrale

Le cerveau ne représente que 2% du poids totabghs enais consomme 20% de I'oxygéne
inspiré. Il est irrigué par 3 artéres : les deux arteastides internes et I'artére basilaire. Ces
3 artéres s'anastomosent sur la face inférieureedueau pour donner une structure baptisée
polygone de Willi&. Chaque hémisphére cérébral va étre vascularisé3 parincipales
artéres : l'artere cérébrale antérieure, l'artéggélorale moyenne et l'artere cérébrale
postérieure. Ces artéres se divisent ensuite éricdes et en capillaires ; la régulation locale
du débit sanguin est réalisée par les pericytagsiutour de ces vaisseaux. Le tissu cérébral
est fortement vascularisé par un grand nombre pilaiees, on évalue sa longueur & 650km
chez 'homme adulte. La surface d’échange est donsidérable (de I'ordre de 26m

Les échanges entre le sang et le parenchyme cés&ffactuent au travers d’'une structure
particuliére : la barriere hémato-encéphaliquer(ol.5 pour plus de détails). Le sang est

2 Du nom de I'anatomiste Thomas Willis (1621 — 1675)
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ensuite drainé par des veinules puis par des v@iega’aux sinus veineux se trouvant dans le
bord des expansions (faux du cerveau et tente mhelef de la dure-mére. Les sinus veineux

se jettent ensuite dans la veine jugulaire interne.

1.1.5 Barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une drarrphysique séparant le volume
intravasculaire du parenchyme cérébfaElle joue un réle fondamental dans le maintien de
’'homéostasie du parenchyme cérébral en régulantdbanges avec le sang. La BHE est
composée de trois parties bien distinctes (Figuse:1
- une couche de cellules endothéliales reliées efire par des jonctions serrées (tight
junctions). Ces jonctions empéchent le passage d&coles par des voies
paracellulaires et imposent donc un transport telhdaire.
- une lame basale riche en collagéne de type IV.
- des pieds astrocytaires recouvrant la lame basale.

Basal lamina
Interneuron

Astrocyte
Capillary

Endothelial
i cell

Microgiia ' b A

Figure 1.5 : Représentation de la Barriere Hémato+eéphaligue

Les 3 grands constituants de la BHE sont visible€s schéma : jonctions serrées entre les cellules
endothéliales, astrocytes et lame basale. On galer@ent la présence de pericytes a proximité de
certains capillaires (cependant, les pericytesanticipent pas a la BHE). La partie encadrée du
schéma donne quelques exemples de transporteutsT(GILAT1, ...). D’apres®.
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Le transport de molécules au travers de la BHEf@stment limité et peut se faire par
I'intermédiaire de différents systemes
- diffusion simple : c’est le cas de I'oxygene, dwxdide de carbone, de certaines
drogues dont I'alcool mais aussi des anesthésiplasls.
- transporteurs : c’est le cas du glucose via lesprarteur GLUT1 et des acides aminés.
- transcytose : elle peut se faire de deux manieres :

o par lintermédiaire d’'une récepteur. La molécule feeera alors a son
récepteur, sera endocytée, traversera la celluletkéliale pour étre relarguée
sur la face abluminale. Ce mécanisme hautemenfifispécest utilisé pour
transporter des protéines de haut poids molécuwaimene la vasopressine.

o par l'intermédiaires de protéines polycationiqués. systéeme est utilisé pour
faire rentrer des protéines chargées. Il est mgpésifique que le précédent.

Les échanges sang / parenchyme cérébral sont dofiait@ment régulés et toute modification
de la perméabilité de la BHE peut avoir de lourdasséquences pour le fonctionnement du

systéme nerveux.
1.2 Imagerie Médicale du Systéme Nerveux

L'imagerie du systéeme nerveux central a beaucoupuévdepuis que Wilhelm Réntgen a
découvert les rayons X en 1898es premiéres observations radiographiques magitaient
que d'observer le crane. La nécessité d’amélioeercdntraste pour faire ressortir des
structures d’'intérét s’est peu a peu développéeassiste a la premiere utilisation d’'un agent
de contraste dans les années 1920 en injectalatidgdns les ventricules avant de réaliser un
cliché radiographique. Cette technique d’imagdramtisée ventriculographie, fut abandonnée
dans les années 1960 a cause des effets secoredalessrisques lors de I'examen.

De nombreuses méthodes furent ensuite développéeswas du siécle dernier. Dans ce
chapitre nous nous intéresserons essentiellemgeaméthodes basées sur I'absorption des
rayons X (Angiographie cérébrale par rayons X anBer X) ; a une meéethode basée sur
I'utilisation de substances radioactives (la Tonaphiie par Emission de Positrons) et a la
méthode de référence en matiere d’'imagerie anat@nf{ijmagerie par Résonance

Magnétique Nucléairé)

® Pour plus de renseignements sur les rayons X chaipitre 3 et figure 4.3.
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1.2.1 Angiographie cérébrale par rayons X

L’angiographie cérébrale par rayons X consiste’igjettion d’un agent de contraste radio-
opaque, généralement dans I'artére cardtideis en I'acquisition rapide de plusieurs clichés
radiographiques a des temps trés courts apréedtiojt’. |l est alors possible d’obtenir des
images de l'arrivée de I'agent de contraste dassdi#érents vaisseaux du cerveau et de
repérer ainsi d’éventuelles sténoses ou anévrydies.point de vue pratique, le patient est
placé sous anesthésie locale et le cathéter dfiofeest introduit dans l'artere fémorale au
niveau de l'aine puis remonté jusqu’a la carotide.produit de contraste (souvent iodé) est
ensuite injecté. La phase d'imagerie commence msat I'injection.

Sur les clichés obtenus (généralement la rapiddégdisition permet d’obtenir une vidéo
montrant la progression de I'agent de contraste)istinguera tout d’abord un temps artériel
puis un temps veineux. Entre les deux, I'agent aietraste transite par les capillaires en
donnant une image dont le signal est tres diffus.

Cette technique invasive n’est actuellement utligé’en cas de nécessité absolue et présente

certains risques.

1.2.2 Scanner X (Tomodensitométrie)

Le Scanner X également nommé CT-Scan (pour Complbedography) ou TDM (pour
Tomodensitométrie) est une méthode d’imagerie bagé&absorption des rayons X par les
tissus. Le premier prototype remonte & P9Tlis’agit d’'une méthode permettant de calculer
une reconstitution tridimensionnelle des tissusdipd’une analyse tomographique obtenue
en soumettant le patient au balayage d’un faisdeaayons X.

En pratique, le patient est allongé sur une tablendaisceau de rayons X va tourner autour
de lui. Des récepteurs placés a l'opposé de laceadrcupérent le rayonnement n'ayant pas
été absorbé par les tissus. Les données sontemsiiées par ordinateur afin de reconstruire
une image (une coupe). Il est ensuite possibleratant plusieurs coupes d’obtenir des

images tridimensionnelles observables sous touangles.

“ |l est également possible d'injecter le produitsiane autre artére. Une injection dans |'une exdeés deux
artéres vertébrales permettra de mieux observéel&@basilaire et certaines parties du polygone/diés.

® Godfrey Hounsfield et Allan MacLeod Cormack fureétompensés par le prix Nobel de Médecine en 1979
pour cette invention.
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Afin d’améliorer le signal et la détection de stures d'intérét, des agents de contraste (en
majorité iodés) sont souvent utilisés. lls peuvmant exemple mettre en évidence une rupture
de la barriere hémato-encéphalique ou permettodadsifier une tumeur (voir 1.3.4).

Cette technique présente un grand intérét en prenméention pour le diagnostic d’'une
tumeur intracranienne. Cependant I'lmagerie par oR#&sce Magnétique sera souvent
préférée a cause de la meilleure qualité des imalgienues pour les tissus mous. De méme a

cause de la nocivité des rayons X, I'examen ne pasiétre trop souvent répéete.

1.2.3 Tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons (BEEt une méthode d'imagerie nucléaire qui
permet d’obtenir des images de phénomeénes physijoles) et métaboliqu€&s En pratique,

un traceur radioactif est synthétisé a partir diyolotron. Ce traceur est physiologiquement
indiscernable de la molécule étudiée mais possedame radioactif émetteur de positons.
Le ®F-FDG (Fluorodeoxyglucose) est une molécule sentblab glucose sur lequel a été
greffé un atome de fluor rendu radioactif et dentlémi-vie est de 120 min. Une fois injecté
en intraveineuse, le traceur va s’accumuler endgsiguantités dans les cellules ayant un fort
métabolisme énergétique. Aprés étre entré darelllde; le*®F-FDG est phosphorylé par une
hexokinase et ne peut plus sortir. Il ne peut égaig pas étre métabolisé a cause de la
molécule d’'oxygéne qui a été retirée pour y grefflsome de fluor radioactif a la place. Le
traceur s’accumule donc en intracellulaire.

Les positrons émis vont s’annihiler au contact d&ectron proche du site d’émission (on
considere le libre parcours moyen d’'un positon & pes égal a 1mm). L’annihilation va
produire deux photong de 511keV qui vont étre émis dans des directiqosées. Le
patient est placé a I'intérieur d’'un anneau équipé&apteurs qui vont enregistrer les photons
d’annihilation en coincidence, c'est-a-dire ceuxk amvent en méme temps. Un traitement
informatique va ensuite permettre de reconstitesricthages bi- et tridimensionnelles.

Cette meéthode d'imagerie apporte donc des infoonatisur la physiologie et la
pathophysiologie des organes. Elle permet entneesugie mieux caractériser le métabolisme
des tumeurs et d’apporter des informations surnealignité. Les cellules tumorales sont tres

actives métaboliquement et elles accumulent denfagportante 1€°F-FDG. De méme, il est

® PET : Positron Emission Tomography en anglais.
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possible d’observer a l'intérieur d'une méme tumdas zones présentant un meétabolisme
différent.

Enfin, de nombreux traceurs radioactifs sont dgyes et peuvent permettre de réaliser des
études fonctionnelles afin de mieux déterminer 2eses du cerveau actives lors de la

réalisation de certaines taches. Il est égalemastilple de détecter les zones d’hypoxie dans
une tumeur en utilisant un traceur ad&pté

Le principal inconvénient a cette technique esfaglale résolution spatiale (supérieure a un

millimétre) et son codt (les traceurs radioactiyarda une demi-vie trés courte, la présence

d’un cyclotron a proximité du centre de médecinelémire est indispensable).

1.2.4 Imagerie par Résonance Magnétique

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est wuhriique qui fut développée dans le
courant des années 19 dont les premiéres applications cliniques enime remontent au
années 1980 Elle est basée sur le principe de résonance rtiggaéucléaire.

En pratique, le patient est allongé sur une tablene antenne radiofréquence (RF) va étre
disposée autour de la partie du corps que I'on @teifimager (pour observer le cerveau, on
utilisera une antenne volumique de téte). Le patest ensuite placé dans un aimant
possédant un fort champ magnétique (Bs appareils utilisés en clinique ont des champs
compris entre 0.5 et 3 Tesla). Au point de vue éaick, les spins des noyaux d’hydrogéne
vont s’orienter selon le champyBon appelle ce phénoméne la polarisatione onde
radiofréquence va ensuite étre émise par l'antegineya entrainer le basculement de
'aimantation ; c’est I'excitation. Enfin, 'aimaation évoluera vers sa valeur d’équilibre
thermique, orientée selongB’est la relaxation longitudinale. L’'onde de radémfuence
associée a la précession de I'aimantation pourearétueillie par 'antenne. Pour localiser le
signal dans I'espace, on superpose au champ mageéprincipal un gradient de champ
constant.

Le signal est ensuite traité par informatique etiteages sont reconstruites. Il est possible
d’obtenir des coupes orientées dans les 3 directienl’espace ainsi que des reconstitutions
tridimensionnelles.

En faisant varier les parametres d’acquisitionamwhent le temps de répétition (temps entre

deux excitations RF) et le temps d’écho (tempseelfgxcitation et I'acquisition de I' « echo

" Peter Mansfield et Paul Lauterbur obtinrent le pfobel de Médecine en 2003 pour leurs découvertes
concernant I'imagerie par résonance magnétique.
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de spin ») il est possible de modifier la pondératile I'image et obtenir des informations
différentes sur un méme tissu. On définit alors gpemple les pondérations de type T1 ou
T2. Dans le cadre d’'une imagerie du cerveau, deges pondérées T1 donneront un grand
nombre d’informations anatomiques en permettarreemitres d’avoir un tres bon contraste
entre la substance blanche et la substance grese.ibages pondérées T2 feront ressortir
I'eau et donc les oedémes en hypersignal.

Les agents de contraste sont également souveisestibrs d’examens IRM, ils sont souvent
a base de Gadolinium. Dans le cas d'une tumeuadrénienne, une prise de contraste et
'analyse de la vitesse de captation permettronigeux localiser et caractériser la tumeur
(voir 1.3.4).

L’IRM peut aussi étre appliquée pour des étudestionnelles en se basant sur la mesure de
I'effet BOLD (Blood Oxygen Level Dependent). Il epbssible d’observer les zones du
cerveau activées lors de la réalisation d’une tache

L'IRM est donc une méthode de référence en neumgém@ de par sa bonne résolution
spatiale (de l'ordre du mi)) la qualité des contrastes obtenus et de panddnité de
'examen (contrairement au scanner X qui utilise dadiations ionisantes). Elle peut étre
répétée de facon réguliere afin de réaliser leisdiune pathologie et les effets des

traitements.

1.3 Tumeurs Intracraniennes

1.3.1 Epidémiologie

Les tumeurs intracraniennes représentent une pafileolfréquente en neurologie dont
I'incidence suit celle des accidents vasculaireglm@ux et des démences. Le terme « tumeurs
intracraniennes » englobe a la fois les tumeurébtéltes mais également certaines tumeurs
qui n’ont pas pour origine le tissu cérébral (méiomes et lymphomes par exemple). Elles
représentent 2% des cancers chez I'adfdfte

L’American Cancer Society a estimé en 2006 a 188208ombre de personnes porteuses
d’une tumeur intracranienne aux Etats-Unis. La méanreée, on estime a 12820 le nombre de
personnes ayant succombées a cette pathologie.

On distingue deux types de tumeurs intracranientesstumeurs primitives et les métastases

de cancer systémiques.
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L’incidence des tumeurs primitives chez l'adultgigade 10 a 12 nouveaux cas par an pour
100000 habitants. Des statistiques de la Mayo E€liirtant sur la période de 1950 a 1989
indiquent une incidence de 19,1/100000. Cette rdiffée s’explique par une incidence de
11,8/100000 pour les tumeurs symptomatiques et 100800 pour les tumeurs
asymptomatiques. Ces chiffres sont proches de peaposés par le Central Brain Tumor
Registry of the United States qui donne une vadeut1,47/100000.

A ce jour 3 facteurs de risques ont été établis aeetitude :

- I'exposition aux rayonnements ionisants. L'irrathatdu crane méme a faibles doses
peut augmenter l'incidence de [l'apparition d’'un mnémome d'un facteur 10.
Cependant, la période de latence entre I'exposétdiapparition des symptédmes peut
dépasser 20 afs.

- les prédispositions génétiques, liees a certaimesnalies identifiées comme la
neurofibromatose.

- la carcinogénese chimique, notamment pour les paesoen contact régulier avec des

substances potentiellement cancérigenes.

1.3.2 Séméiologie médicale

Les tumeurs intracraniennes peuvent causer des t@ymap neurologiques focaux ou
généraliséS. Parmi eux, on recense généralement :

- un syndrome d’hypertension intracranienne, lieekgansion du néoplasme dans la
boite cranienne bloquant ainsi I'écoulement du itlqu cérébro-spindl Les
symptémes les plus visibles seront des céphaléesates, essentiellement du coté ou
se trouve la tumeur. Dans la moitié des cas, desées seront également observées.
La progression tumorale peut entrainer par la suwite évolution vers un
engagement.

- I'apparition de crises comitiales partielles ou g@tisées (= crises d’épilepsie). La
survenue d'une premiere crise chez un patient edidit conduire a un examen
d’'imagerie afin de vérifier la possible présencend’ tumeur. Les crises apparaissent

dans 15 a 95% des patients présentant une tumteacramienne en fonction de son

8 Aucune étude n’a encore pu mettre en évidencenrehtre téléphonie mobile et augmentation deitience
des tumeurs intracraniennes.

° Le blocage des voies d’écoulement du liquide aéépinal peut étre & I'origine d’une hydrocéphalie

2 Un engagement est le refoulement de certaineepalt cerveau a travers un orifice (trou occipptai
exemple).
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type (de 65 a 95% des cas pour des gliomes derbds gde I'ordre de 40% pour les
méningiomes).

- l'apparition de manifestations déficitaires focal&fles sont liees a la compression
(méningiome) ou linfiltration (gliome) de zonesnittionnelles par la tumeur. Un
cedeme vasogénique péritumoral lié a une ruptuta 8¢E est un facteur agravant.
L’apparition du déficit est plus ou moins rapidem@nogressif en fonction de la
localisation de la tumeur ainsi que son grade.

Le diagnostic est le plus souvent posé aprées adialisd’un scanner ou d’'une IRM (voir 1.2) ;
cependant la classification de la tumeur peut seéleé plus complexe et nécessiter la
réalisation d’une biopsie en conditions stéréotaed).

1.3.3 Classification des tumeurs intracraniennes

Les tumeurs intracraniennes sont classifiees entiton du type cellulaire a l'origine du
néoplasm®& . En plus des métastases de cancers systémiquedistorgue les gliomes
(ayant pour origine un astrocyte ou un oligodengie)¢ les méningiomes (ayant pour origine
une cellule de la couche méningée), les neurindsesléveloppant a partir d’'une cellule de
Schwann), les épendymomes (ayant pour origine atlelee épendymaire), certaines formes
d’adénomes (notamment au niveau de I'hypophyseé¢ &irmphomes (Figure 1.6).
On peut également classer les tumeurs intracré@sern fonction de leur localisation, on
distinguera alors :

- les tumeurs intracérébrales (gliomes et métastiEseancers systémiques)

- les tumeurs des structures limitantes (méningionmerinomes, adénomes de

I'hypophyse)

- les tumeurs intraventriculaires (épendymomes).
Outre le type cellulaire a I'origine de la tumelgr,classement des tumeurs prend également
en compte la malignité. On distingue alors les wmeade bas grade (dites bénignes) des
tumeurs de haut grade (malignes).
La gradation des tumeurs intracraniennes se faitasbase d’'une classification établie par
I'Organisation Mondiale pour la SantéOMSY".

1| existe d’autres classifications comme celld’épital St Anne & Paris qui se base sur desrestdifférents
(corrélation entre imagerie et anatomopathologtamment).

38



Chapitre 1 : Systéme Nerveux et Tumeurs Intracrarés

Tumeurs Intracraniennes
[ ]

Grade Il (50%)
Oligodendrogliomes <
Grade 11l (50%)

— Gliomes (20%)
(40%)
Pilocytiques (1) (10%)
< Diffus (Il) (35%)
Astrocytomes

(80%) Anaplasique (I (20%)
— Méningiomes (25%) Glioblastome (1Y) (35%)

— Autres (15%)

— Métastases (20%)

Figure 1.6 : Distribution des principales tumeurs intracréniennes
(Autres : ependymomes, adénomes hypophysaires, hiymgs du systéeme nerveux central,
neurinomes, craniopharyngomes, ...); (bleu: tumewgnignes, rouge : tumeurs malignes — la
malignité n’est indiquée que pour les gliomes).

1.3.4 Description des principaux types de tumeurs intracéniennes

1.3.4.1Gliomes

Les gliomes représentent 40% des tumeurs intraaréas et peuvent étre subdivisés en deux
grands groupes : les astrocytomes, ayant poumerign astrocyte et les oligodendrogliomes,
ayant pour origine un oligodendrociité® lls sont également classés en fonction de leur
malignité, on distingue donc :
- les gliomes de bas grade :
0 astrocytomes pilocytiques (grade 1)
0 astrocytomes diffus (grade 1)
o oligodendrogliomes
- les gliomes de haut grade
0 astrocytomes anaplasiques (grade Ill)
0 glioblastomes multiformes (grade 1V)
o oligodendrogliomes anaplasiques

La proportion relative de ces différentes catégoest indiquée dans la figure 1.6.
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1.3.4.1.1 Astrocytomes de bas grade

Les astrocytomes de bas grade surviennent en gé&hémle jeune adulte entre 35 et 45 ans.
Le premier signe cliniqgue est souvent la survenused crise comitiale accompagnée ou
suivie par d’'autres symptémes neurologigues

A I'examen IRM (Figure 1.7), la tumeur apparait coenune masse diffuse ne prenant pas le
contraste. Bien que les astrocytomes soient iafits, les bordures tumorales sont bien
définies sur 'image obtenue et la Iésion n'est pawurée par un cedéme. Les astrocytomes
de bas grade évoluent dans la majorité des cad' aeaplasie.

La médiane de survie des patients présentant mocgkime de bas grade est de I'ordre de 5
ans. Cependant, elle est extrémement variabldaingrpatients peuvent ainsi survivre plus

de 10 ans.

1.3.4.1.2 Astrocytomes de haut grade

Les astrocytomes de haut grade sont les tumeugbredes primitives les plus fréquentes de
I'adulte. Leur incidence annuelle est de 3 a 4 maux cas par an pour 100000 habitants. lls
surviennent en général entre 40 et 50 ans powasiiescytomes anaplasiques et aprés 55 ans
pour les glioblastomé&?® 2.

La plupart sont sporadiques mais ils peuvent égadéraurvenir suite a une complication
d’'un syndrome génétique comme la neurofibromatesawwir pour origine un astrocytome
de bas grade.

Le pronostic est tres pessimiste puisque la médiensurvie ne dépasse pas 3 ans pour les
astrocytomes anaplasiques avec 22% de survivanena et 1 an pour les glioblastomes avec
2% de survivants a 5 ans.

Le diagnostic est généralement réalisé suite axamen par IRM. Les astrocytomes malins
prennent le contraste de facon hétérogéne et pefgesouvent une structure en anneau dont
le foyer est d'allure nécrotique. La lésion esibenée par un cedeme, souvent trés important.
La tumeur peut également traverser le corps calbewx aller coloniser le second hémisphére
cérébral.

Bien qu’il soit possible de délimiter la bordure ldetumeur lors de I'examen IRM (Figure
1.7), celle-ci est hautement infiltrante et a I'édh microscopique des cellules tumorales
peuvent se trouver a plusieurs centimetres desiarlé

Malgré leur fort caractére infiltrant et leur malitg, les glioblastomes ne donnent pas lieu a

une dissémination métastatique systémique.

40



Chapitre 1 : Systéme Nerveux et Tumeurs Intracrarés

1.3.4.1.3 Oligodendrogliomes

D’un point de vue radiologique, il est assez dilfice les différencier d’'un astrocytome de
bas grade bien qu’ils présentent des calcificatdars 90% des cas

La médiane de survie est de I'ordre de 10 ans, garscélevée que pour des patients portant
un astrocytome.

Les oligodendrogliomes de haut grade peuvent afipade novoou peuvent résulter du
passage a I'anaplasie d’oligodendrogliomes de badeg La médiane de survie est de 3 ans

avec 30% de survivants a 5 ans.

1.3.4.2Méningiomes

Les méningiomes représentent approximativement 286 des tumeurs intracraniennes. On
estime leur incidence réelle a 7,8 nouveaux casapgvour 100000 habitants, cependant la
majorité sont asymptomatiques et découverts acmtlement a I'autopsfé L'incidence
symptomatique est proche de 2/100000. Les ménireggoapparaissent plus fréquemment
chez les femmes avec un ratio de 3:2. On retroigaement une augmentation de la
fréquence des méningiomes chez les patientes antifftun cancer du sein.

Leur croissance est lente et on note tres peu diedns le parenchyme cérébral se trouvant
sous le néoplasme. En regle générale, les symptobsesves sont causés par la compression
de zones fonctionnelles dans le tissu cérébralsmest a la |ésion.

Le diagnostic est effectué par IRM (Figure 1.7)t &8 images le méningiome est adjacent a
I'os. La prise de contraste est diffuse.

Histologiquement, 95% des méningiomes sont bérsaglement 5% sont atypiques et 2%

présentent une malignité.

1.3.4.3Métastases cérébrales de cancers systémiques

Les métastases cérébrales compliquent environ 2&cancers systémiques mais un tiers
reste asymptomatique.

Elles ont pour origine un cancer bronchopulmonda&es 33% des cas, un cancer su sein dans
25% des cas et un cancer digestif, du rein ou Uarmoge dans respectivement 7% de$°cas

Le diagnostic peut étre effectué soit a l'aide dsgsanner X qui révele les lésions aprés

injection d’'un agent de contraste soit par IRM gsii plus sensible. On estime de 10 a 20%
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les patients sur lesquels n'a été détecté qu’'unke seétastase apres examen au scanner X
mais qui en réalité en présentent plusieurs ap@sien approfondi par IRM. Cette derniére
méthode d’imagerie présente donc une plus grandsitsité pour la détection des
métastases.

On note également la présence d’'un cedéme autdaiiékzon.

Figure 1.7 : Imagerie par Résonance Magnétigue ddftérentes tumeurs intracraniennes

A,B,C : Glioblastome observé en pondération T2 puisualiser 'cedeme peritumoral (A); en
pondération T1 avant (B) et suite (C) a l'injectidiun agent de contraste contenant du Gadolinium.

D : Astrocytome de bas grade en pondération T2 (dst").

E : Méningiome en pondération T1 apres injectiodeolinium (d’aprést).
F : Lymphome en pondération T1 aprés injection dddaBnium(d’apre®).

1.3.4.4Autres tumeurs

Parmi les tumeurs intracraniennes se trouvent égmikles lymphomes cérébraux primitifs
qui ne représentent que 1% des tumeurs cérébral@simes’. Une immunosuppression
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congénitale ou acquieaugmente le risque d’apparition de ce type de tun?e 'IRM, les
lésions sont souvent periventriculaires et présgntme prise de contraste homogéne et
diffuse (Figure 1.7).

Les neurinomes sont également observes. Dans t&ithajes cas, ils apparaissent au niveau
du nerf auditif et portent alors le nom de neurieate I'acoustique.

Les adénocarcinomes apparaissent au niveau deophyse. D’autres |ésions comme les
craniopharyngiomes ou les épendymomes font égalepagtie des tumeurs intracraniennes

mais ne seront pas détaillées ici.

1.3.5 Caractéristiques histologiques des astrocytomes

Au cours de cette étude, nous nous intéresseratisyti@rement au traitement des gliomes et
plus particulierement des astrocyto®¥é& Comme nous avons pu le voir précédemment la
gradation d’'un gliome est réalisée a partir dediaen d’imagerie médicale mais également
par une étude anatomopathologique réalisée subidpsies. Les principales caractéristiques
des quatre grades d’astrocytomes sont :

- Astrocytome pilocytique (1) : densité cellulaireidi? avec absence de mitose, de
nécrose et de prolifération vasculaire.

- Astrocytomes diffus (1) : densité cellulaire fagbhvec quelques atypies cellulaires et
nucléaires ; pas plus de une mitose dans le charap de nécrose ni de prolifération
vasculaire. Parfois, présence de foyers microkystq

- Astrocytomes anaplasiques (lll) : densité cellegius élevée ; atypies cellulaires
évidentes avec mitoses plus nombreuses ; absenceatese et de prolifération
vasculaire.

- Glioblastome (IV): tres forte densité cellulairz’ea des cellules astrocytaires
indifférenciées et pléiomorphes; activité mitogqures élevée ; prolifération

vasculaire importante et présence de plages desegau centre de la tumeur.

1.3.6 Angiogenese

bY

L’angiogenése est la formation de nouveaux vaissesanguins a partir de vaisseaux

existant®” *. Elle est controlée par des facteurs anti- etgomgiogéniques. Il est important de

12 Une infection par le Virus Immunosuppresseur HumfsiH) augmente le risque d’apparition d’un
lymphome cérébral primaire.
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la différentier de la vasculogénése ou les vaissesnt formésde novoau cours du
développement et qui a pour origine des précursiicellules endothéliales (angioblastes).
Une tumeur qui n'est pas vascularisée ne dépasse gunmi de volume. Elle demeure
dormante et son volume ne varie pas car les cellsdemultiplient approximativement au
méme rythme que celui de I'apoptose. Si le rythmdaddivision cellulaire augmente, ou si le
nombre de cellules entrant en apoptose diminuecddsles se trouvant au centre de la
tumeur ne vont plus recevoir assez d'oxygene. Hiegiennent alors hypoxiques. Ces
cellules vont entre autres secréter le facteuratestription HIF-1 (Hypoxia Induced Factor)
qui lui-méme va entrainer I'expression de VEGF @¢dar Endothelial Growth Factor).

Sous l'action du VEGF, les cellules endothéliales g@laisseaux avoisinant la tumeur vont
produire des enzymes protéolytiques (matrix-mepaditeinases, collagénases) afin de
dégrader la lame basale. Les cellules endothéliadas ensuite proliférer pour former un
nouveau vaisseau ; on appelle ce phénomene leouts » (bourgeonnement en francais).
De nouveaux vaisseaux vont ainsi étre formés poiguer la tumeur dont la capacité

proliférative s’accroit (Figure 1.8)

a Dormant b Dilatation ¢ Sprouting

d Formation de nouveaux vaisseaux e Vascularisation tumorale
Maturation

O ) Cellule normale &~ D vaisseau sanguin et pericyte
£ e

’: :‘\. e 2 .
:{3 Cellule tumorale 4 T Cellule en apoptose ou nécrose

({}&) Cellule en mitose

Figure 1.8 : Déroulement de I'angiogénésgModifié d’apres’).
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Dans le cas d’'un glioblastome, I'angiogénése &st active en bordure de la tumeur (on la
note tout particulierement dans I'anneau caradigue observé en IRM suite a l'injection
d’'un agent de contraste). Le coeur du glioblastoiest quasiment pas vascularisé et présente
une forte nécrose (Figure 1.5 A,B,C).

De maniére générale, I'observation d’'une angiogérdens une tumeur est un signe de

malignité et conduit & un pronostic pessimiste.

1.4 Modélisation Animale en Neurosciences

1.4.1 Considérations éthiques

Le recours a I'expérimentation animale dans le eade la recherche biomédicale est
indispensable dans I'étude de nouvelles thérapipbcable a 'homme ; on appelle d’ailleurs
cette étape : essais précliniques.

L’ensemble des expérimentations animales réalsgéesurs de ce travail de these a été mené
dans le respect de la réglementation francaisedtd@¢-848 du 19 octobre 1987).

Nous nous sommes efforcés de réduire au maximumotebre d’animaux utilisés. La
nécessité ainsi que l'impact des actes pratiquéesasumal ont été évalués et discutés avant
toute expérimentation. Des méthodes alternatives/al sur cellules, caractérisation de

colorantsn vitro, ...) ont été mises en place chaque fois que peassibl

1.4.2 Choix de I'espece

Les rongeurs sont les animaux les plus utiliséexg@rimentation animale. Il se reproduisent
rapidement, atteignent vite 'age adulte et 'omdficie d’'un grand nombre de données a la
fois sur leur physiologie et leur patrimoine gégéd.

D’un point de vue neuroanatomique, ils bénéficdnn systeme nerveux proche de celui de
I’'homme (voir Figure 1.1).

Les rats sont particulierement utilisés, notamnpnir les études comportementales, pour
I'étude de la maladie de Parkinson (aprés |ésioladribstance noire a la 6-OHBA pour
I'étude des épilepsies (rats GAER®uU WAG/RIj) ainsi que pour I'étude des tumeurs

intracranienneg 341

45



Chapitre 1 : Systéme Nerveux et Tumeurs Intracrarés

Les souris sont également trés utilisées, notamrgedte a la possibilité d’obtenir des

animaux transgéniques. La transgénese permet endeffmodéliser certaines maladies mais
egalement d’observer I'expression de certainegpres en placant une protéine fluorescente,
la Green Fluorescent Protein (GFP) par exemples Eooontréle du promoteur de la protéine
a étudier (voir 4.4.3.2). De méme, il est possikdecréer différents modeles de tumeurs
intracraniennes chez ces animaux. Nous allonsdemis la partie suivante quelles sont les

modalités de cette modélisation.

1.4.3 Modélisation des tumeurs intracraniennes

1.4.3.1Les 3 grands types de modeles

Il existe 3 fagons de modéliser une tumeur chedrtial de laboratoire :

- par l'injection de molécules alkylantes ayant lauleé de générer des mutations.
L’injection d’ENU (Ethyl-Nitrosourée) chez des ratgestantes entraine I'apparition
de tumeurs modeles des oligodendrogliomes chealens de la portée Ce modéle
est assez long a mettre en place et la localisafimsi que le nombre de tumeurs sont
difficilement maitrisables.

- par transgénese. Il est possible de créer dessdoamisgeniques surexprimant certains
oncogenes. De méme, il est possible de créer dess 300 (Knock Out ; souris sur
laquelle un géne a été inactivé) avec un gene sappur de tumeur inactivé (par
exemple p53). Des KO conditionnels permettent égaie de réaliser cette
inactivation uniqguement dans certains tissus. Bjefapportant un grand nombre
d’'informations du point de vue génétique ces madétnt longs a mettre en place,
peu prédictifs et difficiles a suivre.

- par xénogreffe. La xénogreffe consiste a greffer adlules ou des explants tumoraux
dans un animal hote. Nous allons discuter en dé¢éadette méthode utilisée au cours

de notre étude dans la partie suivante.

1.4.3.2Modélisation par xénogreffes

Pour faire développer une tumeur, il faut dans remyper temps greffer les cellules tumorales
ou les explants dans un animal hote et faire e spril ne soient pas rejetés.
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Les premiéres expériences menées il y a plus dami giecle ont été réalisées sur des
animaux possédant un statut immunitaire normal.e@éant, afin d'éviter les rejets, la
réponse immunitaire a médiation cellulaire devag upprimée. La diminution de la réponse
des lymphocytes T était alors réalisée soit patiliation de molécules comme la
cyclosporine soit par une irradiation totale denifmal. Ces méthodes lourdes créaient un
grand nombre de biais et d’artefacts dans les @rpétations et ne permettaient pas d’avoir
un modele proche de la pathophysiologie huniaine

La meilleure alternative consiste a utiliser degnaix congénitalement athymiques ; on
retrouve ce type d’animaux dans deux espécessdass et les rats. Les rats nude sont
actuellement peu utilisés dans les laboratoiremison de leur colt élevé et de la plus grande
difficulté de développement observé pour certanesfgns®.

Les souris sont les plus utilisées, parmi eller@@vent deux types de mutantes : les souris
SCID (Severe Combined Immuno Deficient) qui présenune anomalie fonctionnelle des
lymphocytes et les souris athymiques congénitaiesixrconnues sous le nom de souris nude.

L’ensemble de nos expérimentations a été realieé eas dernieres.

1.4.3.2.1 Les souris nude

En 1962, Grist du laboratoire de virologie de I't@pbRuchill de Glasgow découvre quelques
souris sans poils dans une portée de souris nosangaines. Apres les avoir croisées
plusieurs fois entre-elles, une étude anatomiqueemireprise et il fut découvert qu'elles
étaient dépourvues de thymus (on retrouve danarde cas un minuscule résidu thymidue)
Flanagan caractérisa au cours des années 196@in@mpénétique responsable de I'absence
de thymus. Il s’agit d'une mutation autosomiqueessive d’'un géene baptisgl. Une souris
nuw/+ aura un phénotype sauvage ; une souris homaozgghtu sera athymique.

L’absence de thymus impligue la non différenciatidas lymphocytes T en cellules
immunocompétentes. Ces animaux auront donc un tamgordéficit de I'immunité a
médiation cellulaire. De méme la réponse immurdtalumorale sera affectée par
I'impossibilité d’activation des lymphocytes B padgs antigenes T-dépendants. Il a cependant
été noté que les cellules Natural Killer (NK) sprnésentes sans altération de leur activité. On
trouve également des macrophages.

Les souris nude demeurent sans poil a I'age aduleur poids est inférieur d’'un tiers a celui
d’'une souris normale (25g459). Leur peau ridée ainsi que I'absence degsbilin avantage
supplémentaire lors de la réalisation d’intervemgichirurgicales. Leur durée de vie moyenne

estde I'ordre de 1 & 1 an et demi.
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Ces souris sont de par leur statut immunitaire t@#u plus sensibles que les autres aux
infections. Leur stabulation est donc réalisée d#es meubles spéciaux isolés des souris

d’autres lignées pouvant créer un risque accruatesmission de bactéries et virus.

1.4.3.2.2 Greffes orthotopiques

On appelle greffes orthotopiques, les cellules wplamts greffés dans leur environnement
(patho)physiologique. Dans le cas de la modélisadian gliome, les cellules seront greffées
dans le parenchyme cérébral. Le principal avantegeette méthode et de permettre a la
tumeur de se développer dans le microenvironnengemt est le plus proche de la
pathophysiologie. Ce paramétre peut étre tres itapbmotamment si I'on considére la
matrice extracellulaire du milieu, sa richesse ewtdurs de croissance ou encore sa
vascularisation. Cependant, le suivi de la croissammorale peut s’avérer beaucoup plus
difficile. Les conditions ainsi que les modalitésues de la mise en place de ce modele
sont présentées en 6.3.1.1.

1.4.3.2.3 Greffes hétérotopiques

On appelle greffes hétérotopiques les greffes gusant pas réalisées dans I'environnement
(patho)physiologique de la tumeur. La localisapmut varier mais pour avoir un maximum
de chances que la greffe prenne, elle doit étlesé&adans une zone bien vascularisée. Parmi
les différentes localisations ou méthodes possiblésut noter :

- linjection de cellules tumorales en sous-cutanéi@eau du membre inférieur. Cette
méthode permet de réaliser facilement un suivi alerbissance tumorale par des
mesures répétées a l'aide d’'un pied a coulissdfidaeité d’'un traitement peut alors
étre évalué (les modalités de la mise en placeetle méthode sont discutées en 5.3.3
et 7.2.1.1).

- La pose d'une fenétre dorsale qui permet de réalise suivi longitudinal de
'angiogénese. La mise en place de ce modeéle ssizdsurde d'un point de vue
chirurgical, cependant, il est possible d’obserdieectement la tumeur positionnée
sous la lamelle de quartz (les modalités de la rais@lace de cette méthode sont
discutées dans le chapitre 5.3.2).

D’autres sites sont également possibles, notammemiveau du pédicule épigastrique a
proximité péritoine. La greffe hétérotopique présetie gros avantages en neuro-oncologie,
notamment dans le suivi de la croissance (possaitilguement a I'aide d’équipements lourds

tel que I'IRM ou le scanner X en conditions orthmtpes et peu adapté quand I'étude
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comporte un grand nombre d’animaux) ou dans le si@\'apparition d’événements comme
'angiogénése. Malgré tout cette modélisation prtssde biais de ne pas proposer un

microenvironnement proche de la réalité.

1.4.3.2.4 Choix du greffon
La nature du greffon utilisé et I'espéce dont ibyient peuvent varier. Parmi les types de
greffons, on recense :

- les cellules tumorales de lignées établies (F98p&6texemple pour les gliomes) ou
issues de cultures primaires (elles peuvent provkane piece d’'exérése chirurgicale
par exemple).

- les sphéroides qui sont un amas de cellules cettidéns de I'agarose.

- les explants qui sont des petites pieces de tumeurs

Le choix du greffon lors de la modélisation doiteétonction du site d’implantation. Il est
assez difficile par exemple de greffer un explanirgracérébral. De méme, l'origine du type
cellulaire injecté doit étre pris en considératidravailler avec une lignée établie permettra
de mieux comparer les études entre elles ; cepéntlanailler avec des lignées issues de
cultures primaires peut permettre de mieux se wabh@r de la pathologie observée chez
I’humain.

Les expérimentations présentées dans notre étudeéncalisées avec la lignée F98 qui est
un modele de glioblastome. La partie suivante \ailtEr quelques caractéristiques de cette

lignée ainsi que de quelques autres fréquemmedisiéets en neuro-oncologie.

1.4.4 Lignées cellulaires frequemment utilisées

Les greffes hétérotopiques de cellules humaines ts@s souvent pratiquées chez la souris
nude. Ces cellules peuvent provenir de culturesmagres ou de lignées humaines établies
comme U87.

Il existe également un certain nombre de lignéemtales développées a I'origine chez le rat.
Certaines de ces lignées sont syngéniques, ctist-arue leur implantation chez des rats de
la méme souche n’entraine qu’une faible réactiomumitaire. L’avantage de travailler sur
des rats est principalement d’avoir un modéle fdegement manipulable d’'un point de vue
chirurgical. Cependant, bien que réduites, lestiga immunitaires ne peuvent pas étre
totalement supprimées et certaines méthodes dtige¢isn pour suivre les effets des
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différentes thérapies anti-cancéreuses sont bepuptus efficaces chez la souris. En
microscopie biphotonique intravitale par exempepiofondeur d’observation maximale sera
beaucoup plus élevée chez la souris que cheZle rat

C’est pour cela que nous avons choisi de travallerle gliome F98 implanté chez la souris
nude, afin d'une part utiliser une lignée cellwddiien caractérisée notamment dans I'étude de
radio-chimiothérapies synchrotron ; et d’autre paitiser pleinement toutes les possibilités
de la microscopie biphotonique intravitale pour evler les effets de la thérapie au plus
profond des tissus. De part 'absence de lymphacitdes lignées développées chez le rat ne

seront pas rejetées chez la souris nude.

1.4.4.1Caractéristigues d’'un bon modéle de gliome

Il est tout d’abord important de noter qu’aucun gledanimal ne mime actuellement a la
perfection les caractéristiques d’'un astrocytomapkasique ou d’un glioblastome humain.
Afin d’obtenir une modélisation au plus proche @eréalité (patho)physiologique, Rolf
Barth?®® a proposé huit criteres permettant de valideramrbodele tumoral de gliome de haut
grade :
1) Il doit étre dérivée de cellules gliales.
2) 1l doit étre possible de le maintenir en cultureet’ implanterin vivo.
3) La croissance tumorale doit étre prévisible etadpctible.
4) |l doit avoir les caractéristiques d’'un gliome dmuhgrade comme I'apparition d’'une
angiogenése, une altération de la BHE et un caeauteasif.
5) La survie de l'animal hote doit étre suffisante p@ermettre une thérapie et la
détermination de son efficacité.
6) Il doit étre faiblement ou non immunogénique daos sote.
7) 1l ne doit pas pousser dans I'espace épidural ¢espa situant au niveau de la dure-
mere).
8) Sa réponse (ou son absence de réponse) a la théwaipisimuler celle qui serait
observable chez I'humain.
En se basant sur ces criteres, un certain nombrigadées cellulaires modeles ont été
développées chez le rat. Nous allons rapidememtl@sicaractéristiques de trois parmi les

plus utilisées.
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1.4.4.2Gliosarcome 9L

Le gliosarcome 9L a été développé chez le rat Ersshite a I'injection i.v. de MNU (N-

methylnitrosourée) pendant 26 semaihelh a I'apparence d’'un sarcome et présente peu
d’infiltration dans le parenchyme cérébral. Il également fortement immunogénique et de
nombreux biais ont été observés lors de I'étudendl@veaux traitements a cause de ce
caractéere. Il est cependant radio-résistant etiohiésistant (la thérapie détruit également les
cellules effectrices de la réponse immunitaire) n®alélisation est donc plus proche de celle

d’une Iésion métastasique.

1.4.4.3Gliome C6

Le gliome C6 a été développé chez le rat Wistaesait mois d’injections répétées de
MNU?®, Il produit la protéine S100 (retrouvée chez ledrazytes) et présente des
caractéristiques histopathologiques proches deesceallun astrocytome de haut grade.
Cependant, ce modéle est fortement immunogénigiiestdéconseillé de l'utiliser pour des
études dont le endpoint (point limite) est la serWalgré cela, il reste un modéle tres utilisé

en neuro-oncologie.

1.4.4.4Gliome F98

Le gliome F98 a été développé par I'injection ueigtune dose d’ENU (50mg/kg) chez une
ratte Fisher au 20eme jour de gestatiddistologiquement ce modéle est proche d’'un gliome
de haut grade ; un coeur nécrotique, un fort camatdéltrant (avec des colonies de cellules
se trouvant a distance de la tumeur) ont été obsendl est faiblement immunogénique et
réfractaire a un grand nombre de thérapies. De méneeinjection de seulement dix cellules
en intracérébral suffit pour étre léthale.

Mathieu et af? ont caractérisés en détail le gliome F98 cheatid-isher. Leurs observations
cliniques ont montré qu’apres implantation, la tumentrainait une Iéthargie progressive
avec apparition d’'une hémiplégie controlatéralemeant rapport a la lésion. A I'examen
anatomopathologique, un grand nombre de caradtgest d'un glioblastome ont été
observées : figures mitotiques, distorsion de Haecture cérébrale, prolifération vasculaire
(angiogénese). Une analyse immunohistochimique matnd@ue la plupart des cellules F98

expriment la GFAP (elles ont donc bien un astroqyterr origine). De méme, un fort
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marquage GFAP a été observé dans le parenchymigraiéedtourant la tumeur, indiquant

une gliose réactive.

Une forte quantité d’alboumine a également été wette dans I'espace extracellulaire, a la
périphérie de la tumeur, signifiant une augmentadie la perméabilité de la BHE. Enfin, une
étude en tomographie par émission de positronsrdarénane accumulation d&-FDG dans

les cellules tumorales.

1.4.4 5Comparaison entre lignées

Les 3 lignées précédemment décrites font partie ples utilisées. D’'un point de vue
morphologique et (patho)physiologique, le model® [E8t le plus proche du glioblastome
humain. Son faible caractere immunogénique enégilement un modele de choix pour
I'étude de différentes thérapies. Le gliome Cénhigie possédant les caractéristiques d’un
gliome de haut grade, présente le handicap majétredmmunogénique. Cette particularité
peut poser probleme dans le cas d'une implantatimz le rat ; cependant, chez la souris
nude, tout risque de rejet ou de réaction immuitaist écarté. Bien qu'utilisé dans de
nombreuses études, le gliosarcome 9L est a éddatey le cadre d’'une modélisation d'un
glioblastome a cause de sa morphologie et de somiragénicité.

Une étude de Bencokova et*aka également permis de classer ces trois lignéesneo
radiorésistantes. On notera cependant que 9L estadlio-résistant que C6, qui lui-méme est
plus radio-résistant que F98.

Pour cette étude, notre choix s’est porté suglaée F98 présentant le double avantage d’étre
un bon modele de glioblastome et d’avoir déja éiksé pour d’autres études de radio-

chimiothérapie synchrotréh?® * *2

1.5 Conclusions

Au cours de ce chapitre, nous avons posé quelqses meuroanatomiques pour comprendre
certains termes qui seront utilisés dans ce mamupais nous avons evoqué les différents
types de tumeurs intracraniennes en s’attardantesugliomes de haut grade. Nous avons
également vu les différentes méthodes pour modélse plus proche de la réalité un

glioblastome chez le rongeur et plus particulienetria réalisation de xénogreffes chez la

souris nude. La mise en place de ce modéle semllé&tdans les chapitres 5 (greffes
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hétérotopiques), 6 (greffes orthotopiques) et 7ef{gs heterotopiques avec mesure de
volume).

Il est également important de définir au mieuxrfexdalités des traitements a tester ainsi que
les méthodes permettant de caractériser les eféet®es traitements. Dans les deux chapitres
suivants, nous verrons quelles sont les différetitésapies actuellement utilisées contre les

tumeurs intracraniennes avant de s’attarder shjdtale notre étude : la PAT-Plat.
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Chapitre 2
Thérapies Anti-Tumorales

Les tumeurs intracraniennes sont une pathologseldte@de a traiter. En fonction du type
de tumeur, de sa localisation et de I'état gérdugbatient, il est possible de mettre en ceuvre
trois différentes thérapies que I'on peut combieetre elles éventuellement. Ces thérapies
peuvent étres mises en place a titre palliatifsté@edire que le but n'est pas de guérir le
patient mais de faire en sorte d’augmenter sa eiwawisi que sa qualité de vie ; ou a titre
curatif, 'objectif est alors d’éradiquer la tumeur
Dans ce chapitre, nous verrons tout d’abord quelst $es trois types de traitements
envisageables : exérese chirurgicale, chimiothérapradiothérapie. Dans un second temps,
nous verrons qu'il est possible de combiner ceBmdiites modalités et nous analyserons
brievement quels sont les protocoles utilisés #etment en clinique. Enfin, nous nous

intéresserons aux nouvelles thérapies dévelop@esles laboratoires de recherche.
2.1 Exérese Chirurgicale.

La neurochirurgie est au centre du processus dgtigie et thérapeutique lors de la prise en
charge d’une tumeur intracranied@ On lui attribue en général trois objectifs :

- obtenir des prélevements qui permettront d’affifeerdiagnostic posé a partir des
examens d’imagerie médicale. Ces prélévements pe@e obtenus a partir d’'une
biopsie en conditions stéréotaxiques, par une kEafite « & ciel ouvelt » ou & partir
d’'un acte d’exérese.

- améliorer I'état clinique du patient en réduisaekpression symptomatique de la
lésion. La masse tumorale peut étre a l'originend’augmentation de la pression
intracranienne, d’une compression de certainesszémgctionnelles importantes, ou
obstruer I'écoulement du liquide cérébro-spinal.résection peut donc apporter une

augmentation de la qualité de vie pour le patient.

13| e prélévement est fait aprés une craniotomieaneta surface du cerveau a l'air libre.
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- supprimer la masse tumorale et notamment les zfaielement vascularisées qui
pourraient étre moins sensibles aux radiationslet gifficilement accessibles aux
molécules chimiothérapeuthiques.

De nouvelles techniques de nano neurochirurgie &galfement en cours de développement,
notamment le dépbt in situ d'implants chargés digehimiothérapeuthiques a relargage
retardé ou de molécules chimétes

De méme, la neuronavigation, I'échographie perdp&m l'intervention sur sujet éveillé
permettent de mieux évaluer les zones fonctionmetlans les parties saines et donc
d'accroitre I'exérése au maximéin

Cependant, la résection n’est pas toujours comptetg@hénomene peut étre attribué a deux
facteurs principaux :

- la proximité ou l'infiltration dans des zones fancinelles vitales.

- le geste chirurgical en lui-méme. Bien que I'exéré&wmit visuellement compléte,
certains foyers peuvent persister. Cela peut &tyetre autres, aux mouvements des
structures cérébrales aprés I'ouverture de la theee et par conséquent au décalage
avec les clichés radiologiques servant de guidehmwrgien et ayant été effectués
avant l'intervention. L'IRM peropératoire est unetmode récemment mise en place
qui permet la réalisation d'exéréses plus précigss toutefois atteindre une
résolution spatiale a I'échelle cellulaire).

Apres l'intervention, un examen d’IRM est généradampratiqué dans les 48 heures afin de
mieux pouvoir qualifier I'exérese (compléte ou pale) mais également pour pouvoir
déterminer les champs d’irradiation pour la rackogipie.

L’efficacité de I'exérése chirurgicale en tant ghérapie a été évaluée. Il a ainsi été mis en
évidence une corrélation entre délai de la récjduevie et qualité de I'exérése. Un gain de 8
a 14 semaines a été attribué a I'acte chirurgjital

Enfin, la chirurgie peut également étre envisagéeaurs de traitement pour installer une
dérivation ventriculaire en cas de blocage ou tbuse récidive pour effectuer une seconde
exerese.

La chirurgie est donc importante pour le diagnodtameélioration de la qualité de vie, et
'augmentation de la survie. Elle peut étre cumtpour des tumeurs bénignes, mais dans le
cadre du traitement d’'un glioblastome, elle demeuriguement palliative, la récidive ayant

dans la majeure partie des cas lieu sur les bards Bsection.
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2.2 Chimiothérapie

La chimiothérapie est I'utilisation de certainedsiances chimiques pour traiter une maladie.
Dans le langage courant, le terme « chimiothéramst maintenant utilisé pour désigner des
traitements a base de substances chimiques certamter.

Contrairement a certains types de tumeurs syst@wigqui répondent bien a la

chimiothérapie, I'efficacité de ce traitement ses tumeurs intracraniennes est faible.
2.2.1 Particularités du systeme nerveux

La distribution de molécules chimiothérapeuthiqdess le systeme nerveux central dépend
d’'un grand nombre de factetirsDe maniére générale, la BHE limite le passage dand
nombre d’entre elles dans le parenchyme cérébealfacteurs contribuant a ce faible passage
sont :
- laliaison de la molécule avec les protéines darpiasanguin. Des drogues comme la
vincristine ou le paclitaxel se fixent a plus d&®@ux protéines du plasma sanguin.
La proportion de molécules libres pouvant traverdar BHE est donc
considérablement réduite
- le poids moléculaire. La BHE bloque le passage mhedécules avec un poids
moléculaire supérieur a 180 Da. La plupart deswksgle chimiothérapie (vincristine,
vinblastine, paclitaxel) ont un poids moléculaiv@érieur a 400 Da
- le transport actif d’efflux. La BHE présente un rgtanombre de pompes permettant
d’extraire certaines drogues hors du parenchym&bcgh L’inhibition de ces voies de
transport augmente le flux de ces drogues au saleta BHE *°.
L'intégrité de la BHE peut étre compromise au nive@s tumeurs. Les neo-vaisseaux issus
de l'angiogénése tumorale sont souvent trés pedesalCependant, dans le cas des
glioblastomes, qui sont hautement infiltrants, daaularisation en périphérie est souvent celle
des tissus cérébraux, donc avec une BHE intact@ebméabilité des vaisseaux varie donc
spatialement dans la tumeur. Les vaisseaux seanbulans le cceur de la tumeur seront trés
perméables alors que ceux se trouvant en zoneumpeniéle seront imperméables aux
molécules chimiothérapeuthiques.
Méme dans le cas ou les vaisseaux sont perméabipaé une rupture de la BHE,

I'accumulation de drogues dans la tumeur est comiz® a cause des gradients de pression
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interstitielle. La pression du fluide interstitig¢ut étre supérieure a 50 mmHg dans les zones
peritumorales en comparaison des 2 mmHg dans Enplayme cérébral satnCette forte
pression réduit la diffusion des drogues au cceurvdume tumoral et augmente sa

propagation dans les tissus cérébraux sains agoisin

2.2.2 Pharmacocinétique

La concentration des molécules chimiothérapeutigiaes les tumeurs intracraniennes peut
également varier en fonction de la voie d’admiaisbn.

Une injection intra-artérielle (carotide interneg displatine augmente de deux fois la
délivrance de la drogue dans les gliomes en congoara’une injection intraveineuse (i)
Cependant, une voie intra-artérielle n’apporte foagours un meilleur apport de la drogue a
la tumeur. C’est le cas par exemple pour la vitiogset la vinblastine dont la pénétration
dans les tumeurs intracraniennes est faible mémes apjection intra-artérielle a cause du
transport d’efflux’.

Les modalités d’injection en intraveineuse peuv@gdlement influer. Une injection iv d’un
bolus de methotrexate est trois fois plus efficaneterme de délivrance de la drogue en
comparaison d’'une infusion iv lefte

Le type de tumeur peut aussi avoir des consequesweta pharmacocinétique. Il a par
exemple été montré que les niveaux de calciumpra@position en acide gras des membranes
ainsi que les antécédents thérapeutiques pouvaituer la concentration de cisplatine dans
les tumeurs =

Le métabolisme systémique est également a prendreompte car il peut diminuer la
guantité de molécules disponible sur le site dar@eur.

Enfin, les injections subarachnoidiennes ou intmiri@ulaires dans le liquide cérébrospinal

sont également pratiquées et permettent de s’afiiraan partie de la BHE

2.2.3 Méthodes améliorant la délivrance des drogues

Afin d’augmenter la délivrance des drogues au nivea la tumeur, plusieurs méthodes ont

déja été mises en place ou sont en cours d’évatuati
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2.2.3.1Convection-Enhanced Delivery

La Convection-Enhanced Delivery (CED) permet latritigtion par convection de larges
concentrations de drogues dans le parenchyme eérdle volume de distribution de la
molécule est fonction du volume et du débit d’indns du poids moléculaire de la drogue, de
sa concentration, de sa polarité, de son affirotér ga cible, de la viscosité et de la densité du
tissu. Le facteur limitant demeure la neurotoxiciégla molécuf@.

Un grand nombre d’études concernant la CED ontédksées dans le cerveau d’animaux
saing® *° L'injection en intratumoral a révélé une hétémgee de distribution, due
vraisemblablement aux variations de pression ititietie®’. Dans ce cas, les molécules
chimiothérapeutiques sont rapidement évacuées terlaur. Une méthode envisagée afin
d’augmenter les concentrations dans la tumeur’asgohenter 'affinité des molécules pour
leur cible (Tumor cell targeting).

La CED a également été testée lors d’essais cksignettant en avant certaines difficultés
techniques (placement des cathéters, propriétésiques de la canule d'injection, 22.)

L’origine de linefficacité des traitements par CEEBez I'humain n’est pas encore élucidée.

2.2.3.2Perméabilisation de la BHE par les ultrasons

Cette méthode permet de perméabiliser localemeaBitia en utilisant des ultrasons. Le stress
mécanique sur la paroi des vaisseaux sanguin®a&&é suite a une injection iv de petites
bulles de gaz juste avant I'application des ultngs@®es études histologiques ont montré que
cette ouverture de la BHE était temporaire et m&nait pas de dommages neuronaux, pas

d’apoptose, d'ischémie ou de dégats vasculaireagtermé.

2.2.3.3Perméabilisation de la BHE par des agents osmotigae

La perméabilisation de la BHE peut étre réalis@eirgaction intra-artérielle d’agents hyper-
osmotiques comme le mannitol. La BHE est renduengable de facon réversible suite au
rétrécissement des cellules endothéliales et adidure des jonctions serrées. Des études
pharmacocinétiques chez I'animal ont montrées guedrméabilité de la BHE pour le
methotrexate était maximale quinze minutes apreiigion de mannitol avec un retour a la

normale en deux heufés
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Le principal probleme de cette méthode réside danseurotoxicité. Suite a l'injection de
'agent osmotique, la BHE n’est pas perméabilisé&alg niveau de la tumeur et de sa
périphérie. La BHE des parties saines est égalemoeichée et de hautes concentrations
d’agents chimiothérapeutiques sont alors délivdaes ces zones.

Le cisplatine, la doxorubicine et les taxanes pisd une neurotoxicité aprés
perméabilisation de la BHE par agents osmotiquasiend par ailleurs, ils sont bien tolérés
en systémiqué Des molécules comme le methotrexate et le caakiopl sont beaucoup
mieux tolérees.

La technique de perméabilisation seule est cepérsdme et la formation d'oedeme cérébral
suite a l'injection de mannitol est rare. Cette éie a montré cliniquement un apport

significatif en terme d’efficacité

2.2.4 Perspectives

La chimiothérapie appliquée au traitement des tumeérébrales se heurte aux particularités
du systeme nerveux central. Deux méta-analyseminén avant un bénéfice significatif de
la chimiothérapie en terme d’augmentation de laiaméde survie chez les patients porteurs
d’'un astrocytome anaplasique. Cependant ce bérgstdaiblé®

Actuellement, la chimiothérapie n’est jamais engéaseule dans le traitement des tumeurs
intracraniennes et fait toujours partie d'un proledncluant soit I'exérese chirurgicale, soit la
radiothérapie, soit les deux. Son utilisation n'sstivent mise en place qu’au moment de la
récidive.

L'utilisation de nouvelles drogues passe par laeneis place d’études poussées en matiere de
pharmacocinétique, données qui ne sont actuellepgentomplétes pour certaines molécules
déja utilisées. Le second point clé est la méthamleélivrance de la drogue dans la tumeur
mais également dans les zones ou les cellules alesanfiltrent le parenchyme cérébral sain.
L’administration par des voies classiques telles Igs injections intraveineuse n’est pas assez
efficace et des méthodes telles que la CED et tnémbilisation de la BHE doivent étre

affinées.
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2.3 Radiothérapie

2.3.1 Généralités

La radiothérapie consiste a utiliser les propriétles rayonnements ionisants pour le
traitement des affections tumorafes
A I'heure actuelle, on en distingue trois types :
- la radiothérapie externe. La source du rayonnerashtsituée a I'extérieur de
I'organisme du patient.
- la curiethérapie (également appelée brachythergpiejonsiste a placer la source
de rayonnement a l'intérieur de I'organisme dugodti
- la radiothérapie métabolique. Tres peu utiliséends jours, elle consiste en
I'injection de radioéléments qui vont aller se fixgéférentiellement au niveau des
cellules tumorales. La molécule la plus utiliséelésde 131 dans le traitement

des tumeurs de la thyroide.
2.3.2 Bref historique de la radiothérapie externe

C’est en 1895 que Wilhelm Conrad Réntfedécouvrit les rayons X et réalisa quelques
semaines plus tard le premier cliché radiologigadadmain de sa femme. Moins de 60 jours
apres cette découverte, la radiothérapie clinicaguit par le biais d’Emil Grubbé qui traita
une tumeur du sein avec des rayons X a Chféago

Les quarante premiéres années duXXiecle furent essentiellement consacrées a aregélior
les générateurs de rayons X. Le rayonnement preéthiit alors de faible énergie (de 10 a 50
keV) et seules les Iésions tumorales non profopdesaient étre traitées. Pour les tumeurs
plus profondes, les tissus sains se trouvant datrgource de rayonnement et la tumeur
absorbaient une grande partie du rayonnement. Deem@our les Iésions se trouvant a
proximité des os, la dose se trouvait atténuée @istribution hétérogene.

L’arrivée de radionucléides artificiels tel que @®balt 60 dans les années 1950 permit le
développement de nouveaux appareils de radiotleetagptisés Télécobalts (ou bombe a
Cobalt) permettant de délivrer un rayonnement deeh@nergie. Les tumeurs situées plus en

profondeur pouvaient alors étre traitées plus a€fenent et la durée du traitement fut

%11 obtint le prix Nobel de physique en 1901.
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également réduite a quelques minutes. Les Télé&chbreht progressivement abandonnés a
cause notamment de la nécessité de remplacer éggjuknt les sources d’irradiation.
Cependant, ils sont encore en activité de nos jams certains centres.

C’est également au cours des années 1950 quedeseps acceélérateurs linéaires (LINAC)
furent développés. lls sont aujourd’hui installémsl la majorité des centres et permettent de
délivrer un rayonnement de haute énergie. De méegecollimateurs furent développés afin
de réduire les fuites et de proposer un faisceaua am profil bien défini.

A la fin des années 1970, les nouvelles méthodesaderie mises en place (Scanner X puis
IRM) permirent d’obtenir des images détaillées asémt une meilleure définition de la zone
tumorale a irradier. La radiothérapie tomographigiteégalement le jour. Cette méthode
permet de réduire la dose délivrée aux tissus sitwurant la tumeur en faisant tourner la
source du rayonnement. L'axe de rotation est défornme étant le centre du volume
tumoral.

L’Intensity-Modulated Radiotherapy (IMRT) fut égalent développée. Cette méthode
permet de délivrer une irradiation dont la géoneédopte celle de la tumeur. Elle est rendue
possible grace a une imagerie précise ainsi queleatéveloppement de collimateurs
multicouches permettant de modifier la forme dsdaau pendant la phase d’irradiation du
patient*.

2.3.3 Notion de dose et de fractionnement

Lorsqu’un protocole de radiothérapie en cliniquedescuté, plusieurs parametres sont pris en
compte. Il faut dans un premier temps définir laedqui sera utilisée. La dose, exprimée en
Gray", varie en fonction de la radiosensibilité desuissains avoisinant la tumeur ainsi que
de la tumeur elle-méme. La dose maximale recomneapdér le tronc cérébral est de 54Gy,

pour la moelle épiniere elle est de 45Gy. La daesmmmandée pour le traitement d’un

glioblastome est comprise entre 60 et 70Gy.

Le fractionnement de la dose est également un gdarana discuter afin d’épargner au

maximum les tissus sains et générer un maximum atenthges au niveau des cellules

tumorales.

La premiere mise en évidence de I'intérét du foastement fut apportée en 1927 par Claude

Regaud qui observa qu’il était impossible de sg&nilun bélier par irradiation en dose unique

!> En hommage a Louis Harold Gray (1905 — 1965).
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des testicules sans causer une nécrose de lapeareau du scrotum. Il remarqua également
gu’en fractionnant l'irradiation en donnant de pidoses, chaque jour, pendant plusieurs
semaines, la stérilisation était possible sansradommage tissulaire au niveau de la peau
L’utilisation du fractionnement se répandit rapidarnmais ce n’est que dans les années 1960
que Ellis émis I'hypothése que la dose maximaleuguissu peut tolérer sans perte de
fonction est lié a la fois au nombre de fractiohs éa durée sur laquelle ces fractions sont
administrées.

Le fractionnement permet aux tissus sains ou léf@rmation cellulaire est lente d’avoir le
temps de mettre en place des mécanismes de répasatint la réplication. Dans le cas de
cellules tumorales dont l'activité mitotique eséev@e, la réparation de certains dommages
léthaux n’a pas le temps d’avoir lieu.

Un des principes fondamentaux de la radiobiologieneis en évidence ici: la « regle des
quatre R » : Réparation, Redistribution, Reoxygénagt Repopulation :

- Réparation ; les cellules saines auront le tempaeatére en route des systemes de
réparation avant de rentrer dans un cycle de divisCe n’est pas le cas des
cellules tumorales.

- Redistribution ; les cellules se trouvant en ph@sau cycle mitotique sont plus
radiorésistantes. Apres irradiation, il faudra datiendre que les cellules qui se
trouvaient en phase S et qui ont survécues setnibdent dans le cycle cellulaire
avant de commencer une seconde irradiation.

- Reoxygénation ; la mort cellulaire engendrée paratiiation va entrainer une
réoxygénation des cellules se trouvant dans leseszonypoxiques. Leur
radiosensibilité va donc augmenter (voir 3.3.1.3).

- Repopulation ; une repopulation accélérée par édisles tumorales survivantes
peut avoir lieu apres l'irradiation. Il convientriode ne pas laisser de délai trop
long entre deux irradiations.

Le fractionnement de la dose pour ne pas lésetideas sains et pour tuer les cellules
tumorales a donné naissance au concept dindexapeetique (Figure 2.1). Le
fractionnement est intéressant uniquement si langp de la tumeur a lieu a une dose totale

cumulative qui n’entraine pas de dommages sévexaslgs tissus sains.
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Figure 2.1 : Notion d'index thérapeutigue Réponse du tissu (%) en fonction de la dose cumulée

D’apres®,

2.3.4 Radiothérapie des gliomes

La radiothérapie fait partie du traitement de langie majorité des gliomes de haut grade.

Bien que la radiothérapie externe augmente sigtifiement la médiane de survie, la réponse

n'est que de courte durée et la récidive est quagimeévitable.

Ces résultats transitoires peuvent avoir plusiexpdications :

I'index thérapeutique est trés étroit ; le paremelycérébral sain autour de la
tumeur a une radiosensibilité proche de celle cntg.

les gliomes de haut grade ont des marges mal dgfini

les cellules tumorales des gliomes de haut gradeles systémes de réparation
efficaces qui augmentent leur radiorésistance.

on trouve au cceur du gliome ainsi que dans lesszo&iltration des cellules en

hypoxie qui sont plus radiorésistantes.

2.3.4.1Protocole d’irradiation classigue

Le protocole d’irradiation externe classique uilismn LINAC.
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Le volume cible d'irradiation prend en compte ldwoe tumoral et deux centimetres de
marge. Sa détermination est beaucoup plus aiséeldaradre du traitement de gliomes de
bas grade ou l'infiltration est moins importanteeqour les gliomes de haut grade.

La dose délivrée lors du traitement d’'un glioblastoest comprise entre 60 et 70Gy délivrés
en fractions quotidiennes de 2Gy, 5 jours par seepgbendant 6 a 7 semaines. L'index
thérapeutique étant faible, il est difficile deidegdr une dose totale plus élevée sans risquer de

lourds effets secondairés®.

2.3.4.2Effets secondaires

L’apparition d’effets secondaires peut étre obsedans trois périodes distinctes

- court terme (semaines au début du traitementppéation d’'un cedeme est le
principal effet secondaire pouvant étre observéuatderme. Une corticothérapie
permet de diminuer ses effets.

- moyen terme (trois premiers mois apres la fin daitament); il s’agit
essentiellement de céphalées avec état de somaeokeaisemblablement dues a
I'expression de la démyélinisation. Il s’agit demifastations transitoires.

- long terme ; trois phénomenes peuvent étre observés

0 une radionécrose pouvant apparaitre plusieurs ara@es le traitement.
Ce phénomene est irréversible.

0 une atrophie cérébrale qui peut étre a lorigineind’ détérioration
intellectuelle. 1l est cependant important de wérifsi les symptébmes
observés sont dus a l'irradiation ou a une évelgtuétidive.

o des troubles neuroendocriniens, notamment si lae zbypothalamo-

hypophysaire a recu une dose élevée lors de liatiad.

2.4 Combinaison de plusieurs thérapies

Le traitement des tumeurs intracraniennes est ereivase sur l'utilisation d'une seule des
thérapies proposées précédemment. Elles peuvenutdisées en combinaison ou de facon
séquentielle.

La chirurgie est souvent considérée en premieeniitn. Cependant, la radiothérapie peut

avoir lieu avant I'exérése afin de réduire unedasse situant dans une région trop proche de
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zones fonctionnelles. Elle peut également étre mmsplace aprés l'intervention, notamment

si la résection n’a pas été compléte.

La chimiothérapie peut étre envisagée a difféeramiments du traitement ; cependant, elle est
rarement administrée avant I'acte chirurgical.

On définit plusieurs périodes ou la chimiothérapéut étre administrée par rapport a une
radiothérapi&, elle sera alors qualifiée de :

- néoadjuvante, si elle est réalisée avant la ragliafie.

- concomitante, si elle est réalisée en méme tempslajuadiothérapie. Un effet
radiosensibilisateur de la chimiothérapie est regdié® Le principal inconvénient
demeure la toxicité pour les tissus sains.

- adjuvante, si elle est réalisée juste apres |atiaglapie.

Elle peut étre également envisagée apres récidivenotraitement de seconde ligne (par
exemple aprés une premiére chimiothérapie).

Nous retiendrons I'avantage que peut présentechimeiothérapie concomitante, notamment
pour les effets additifs mais également pour I'évelle mise en place d’'un effet de synergie
entre les deux thérapies. Ce concept est d’aill@lmsbase de ce travail de these.

De nombreuses études ont été menées afin de déeerlmiplanning de traitement le mieux

adapté aux tumeurs intracraniennes. Une étude stihaude la littérature se révélerait assez
fastidieuse tant les essais sont nombreux et &rmetits de comparaison difficiles a établir.

Malgré cela, un consensus émerge sur I'effica@t&adombinaison de plusieurs modalités de

traitement® 2 €6: 67

2.5 Protocoles Courants en Clinique

Le choix du protocole de traitement en neuro-orgieladépend tout d’abord du type de
tumeur. Les paragraphes suivants donnent un betames protocoles les plus utilidés

Nous n’aborderons pas les traitements symptomaiome consistent a soulager les

symptémes et améliorer les fonctions neurologigliepatient.
2.5.1 Gliomes de bas grade

Le traitement des gliomes de bas grade est esésmiémt chirurgical. Si la résection est

compléte, la radiothérapie ne sera pas envisagée.
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La chimiothérapie est peu utilisée sauf dans le dess oligodendrogliomes qui semblent
mieux y répondre. Les astrocytomes de bas gradehaoti des sujets jeunes, les effets
secondaires du traitement doivent étre pris en t®@rap moment de la mise en place du

protocole.

2.5.2 Gliomes de haut grade

Le traitement des gliomes de haut grade est esfientent palliatif. La chirurgie est proposée
dés que possible afin de réduire 'effet de massdadtumeur. Une seconde intervention
pourra également étre discutée en cas de récidaveadiothérapie fait également partie de
I'arsenal classique puisqu’elle permet d’augmedeefacon significative la survie du patient.
L'utilisation de la chimiothérapie ainsi que son deo d’administration (adjuvante,
concomitante ou néoadjuvante) doit également &tseep compte.

Une étude de Stupp et al. a ainsi mis en évideneeaugmentation significative de la survie

de 2,5 mois chez des patients dont la radiothéetpieassociée a la prise de temozoloffide

2.5.3 Méningiomes

Le traitement des méningiomes est essentiellemeintirgical. L’ablation dépend de la
localisation et des tumeurs de fort volume peure retirées sans trop de difficultés. La
radiothérapie n’est envisagée que si I'exérésga&éte totale. En cas de récidive un nouvel

acte chirurgical peut étre programmeé.

2.5.4 Métastases

La chirurgie est envisagée pour les patients ptasemne lésion accessible avec peu de
risques fonctionnels.

En cas de métastases multiples, la radiothérapiegogalement étre mise en pléce

On notera ici I'utilité de la radiochirurgie (égalent appelée gamma-knife) qui consiste a
délivrer une tres forte dose a la tumeur en conmbide nombreuses doses unitaires axées
différemment sur la tumeur afin de ne pas lésetidsss sains.

Une radiothérapie encéphalique totale peut égaleé@tenenvisagée.
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La chimiothérapie est aussi intéressante car d pessible de toucher toutes les métastases.
La réponse est fonction de la pharmacocinétiqud’atgent utilisé mais aussi du type

cellulaire qui est a I'origine des métastases.

2.6 Nouvelles thérapies

2.6.1 Immunothérapie

L’'immunothérapie consiste a stimuler les moyensddéense immunitaire de I'organisme
contre les cellules tumorafesOn distingue trois méthodes d’'immunothérapie :

- Iimmunothérapie adoptive (vaccination anti-tumejatjui consiste en l'injection
de cellules immunitaires ayant une activité antiduale.

- la stimulation de la réponse immunitaire par I'oijen intratumorale de molécules
comme les interleukines ou les interférons.

- I'administration d’anticorps monoclonaux qui peuvepit bloquer un récepteur,
soit, s’ils sont couplés a une molécule d’intét@ntothérapeutique, servir a une
meilleure vectorisation. Le passage des anticompstravers de la BHE est
cependant difficile. Des anticorps visant le VEGHMe le bevacizumab ont
malgré tout montré qu’ils étaient capables d’induine diminution de la pression
interstitielle et ainsi permettre une meilleureréatde drogues dans la tunféur

L’'immunothérapie n’est pour I'instant qu’au stade@érimental et n’est donc pas une pratique

courante en clinique.
2.6.2 Thérapie génique

La thérapie génique consiste a transfecter lesllesltumorales avec du matériel génétique
qui pourra leur étre délétételLa transfection en elle-méme est une étape asseplexe et il
est actuellement difficile d’arriver a cibler lesllales d’une tumeur de fagon homogéne. Les
vecteurs utilisés sont en général des virus (videsl’herpes par exemple). Le but de la
transfection pourra étre :

- d’apporter un gene suppresseur de tumeur (p53xgan@e qui est muté dans un

grand nombre de gliomes).
- lintroduction d’'un gene suicide comme celui déHgmidine kinase.
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- Iinduction de géenes pro-apoptotiques.
- l'apport d’'un géne permettant de stimuler I'acivimmunologique (par exemple
par surexpression de l'interleukine 2).
Les siRNA (small interfering RiboNucleic Acid) foagalement partie de I'arsenal disponible
en matiere de thérapie génique. Il s’agit de pestjuences qui vont pouvoir se fixer sur leur
ARNmM cible et ainsi inhiber la traduction.
La thérapie génique n’en est pour l'instant qu'éads de la recherche et son arrivée en

pratique cliniqgue courante demandera encore de rearsés années de développement.

2.6.3 Thérapies anti-angiogénique

Les thérapies anti-angiogéniques visent a réduiegiogénése et donc la prolifération
tumorale. Elles peuvent étre réalisées par des auele ciblant le VEGF. Parmi ces
molécules, citons la thalidomitfeou I'avastine. La cible des thérapies anti-angiimées
peut également étre d’autres protéines comme ldsixamaetalloprotéinases. La thérapie
génique peut aussi étre envisagée comme une ogiariblant les génes régulateurs de la
prolifération endothéliale.

De nombreux essais cliniques sont en cours etigernparaissent prometteurs malgre qu’ils
présentent parfois des résultats en deca de cetenusblors des phases de recherches

préclinique®.

2.7 Conclusions

Le traitement des tumeurs intracraniennes et pliigement celui des gliomes de haut grade
demeure essentiellement palliatif malgré les nombprotocoles et les nombreuses méthodes
mises en place.

La recherche de nouvelles modalités de traitemenhtdenc un enjeu important dans la
politique de lutte contre les lésions tumoralesn& chapitre suivant, nous allons nous
intéresser aux développements de nouvelles théragre cours d’expérimentation a la
European Synchrotron Radiation Facility.

16 La thalidomide était également utilisée & la fas dnnées 1950 comme antiémétique (anti-nausékex)les
femmes enceintes. Son effet tératogéne a été démant début des années 1960. Il a été responsable d
conséquences désastreuses sur prés de 12000 enfants
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Chapitre 3

Thérapies par Irradiation
Synchrotron

Les thérapies développées au European Synchrotaoimtion Facility a Grenoble
utilisent les propriétés du rayonnement synchropouar traiter les tumeurs intracraniennes.
Deux types de thérapies sont actuellement a I'étderadiothérapie par microfaisceaux
(MRT) et la thérapie par photoactivation : Photoation Therapy (PAT).

Les expérimentations menées sur ces deux thérapigspour I'instant réalisées a I'échelle

préclinique. Cependant, les premiers essais clesigie la PAT sont prévus pour 2009.

Dans ce chapitre, nous approfondirons les effeteagonnement sur la matiere ainsi que ses
effets biologiques. Dans un second temps, nous mb@&iesserons au fonctionnement d’'une
installation synchrotron ainsi qu’aux propriétéss gghotons qu’elle génere. Nous verrons
ensuite brievement quelques caractéristiques ddRa avant de discuter en détail de la

thérapie par photoactivation du platine (PAT-Ptat) est étudiée au cours de ce travail de

these.
3.1 Interactions Rayonnement - Matiére.

Dans cette partie, nous nous intéresserons uniqueama interactions entre les photons et la
matiere (les interactions électrons-matiére sen@s brievement évoqués). La nature et les
propriétés de la lumiére seront détaillées damh#pitre 4. Cependant, avant d’envisager les
différentes interactions, il est important de défoertains points que nous utiliserons par la
suite® :
- I'énergie des photons est exprimée en électronye\f3. L'électronvolt est une unité
d’énergie égale a I'énergie acquise par une pdetide charge égale a la charge

élémentaire accélérée par une différence de petef&il volt (1eV = 1,6.187).
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- on appelle rayonnement ionisant, tout rayonnenmransportant une énergie suffisante
pour arracher un électron a la matiére. Le seuilimmal pour qu'un photon soit
ionisant est 35 eV.

- I'énergie et la longueur d’'onde d’'un photon sotiées par la formuleE =h .(c/2) ;
pour le détail de la formule voir 4.2.2.2.

- lorsqu’un rayonnement interagit avec la matierpeilt étre soit diffusé, soit absorbé.

3.1.1 Diffusion

3.1.1.1Diffusion élastique

Elle est observée pour des photons de basse énkeghoton va interagir avec un électron
fortement lié & 'atome de fagcon a ce que ce &mitsemble de I'atome qui absorbe le recul.
Le photon ne va pas perdre de son énergie maisevdiffusé selon une trajectoire différente
de sa trajectoire d’origine. On qualifie égalemest type d’interaction de diffusion de

Rayleigh.

3.1.1.2Diffusion inélastique

Le photon incident va interagir avec un électroiblément lié (son énergie doit étre
négligeable en comparaison de celle du photonhteaieer son éjection. Le photon diffusé
aura donc une énergie inférieure au photon incide@tectron sera éjecté dans le demi-
espace au-dela du point d'impact alors que le phatra diffusé dans l'importe quelle

direction de I'espace. Ce phénomeéne est égalermppstéa« effet Compton » (Figure 3.1).

Electron Compton ¢

Photon Incident

Photon Diffusé

Figure 3.1 Effet Compton

72



Chapitre 3 : Thérapies par Irradiation Synchrotron

3.1.2 Absorption

3.1.2.1Effet photoélectrique

L’effet photoélectrique a lieu lorsqu’'un photonardgit avec un électron fortement lié du
cortege électronique de I'atome. L'énergie du phota étre absorbée par I'électron qui va
étre éjecté. Une lacune va donc étre créee darmrtiege électronique et I'atome aura donc
subi une ionisation (Figure 3.2).
L’électron éjecté, baptisé photoélectron, a unegia@adgale a celle du photon incident moins
I'énergie de liaison de I'électron a 'atome.

Ephotoelectron: Ephoton incident Eliaison
Sa direction est liée a la direction et I'énergiepthoton incident.
L’énergie d’excitation json Va pouvoir étre dispersée de deux maniéres :

- par émission de fluorescence (le processus edfigude radiatif). Un électron d’'une
couche supérieure va venir combler la lacune. ltgieedu photon de fluorescence
sera égale a la différence d’énergie de liaisoredatcouche ou se trouve la lacune et
la couche qui va donner I'électron. Par exemplajnsglectron de la couche L vient
combler un électron de la couche K, I'énergie datph de fluorescence sera égale a
Ex—E.

- par cascade d'Auger (le processus est qualifié ae nadiatif). Si le photon de
fluorescence émis est réabsorbé par un électramectouche plus périphérique, cet
électron va alors étre éjecté (on I'appelle aldextéon Auger). Les vacances ainsi
créées vont pouvoir donner lieu a une cascade aiféles Auger. L’'atome se

retrouvera dans un état de multi-excitations.

Photoélectron ©
Epc=E-W_ Fluorescence

O
Photon Incident Electrons
________ Auger
E=hv () m— )
\ O

Figure 3.2 : Effet Photoélectrigue (a droite phénomenes permettant le retour a I'étdial).
Légende : k= (énergie du photoélectron) ; E (énergie du photaident) ; W (énergie de liaison de
I'électron).
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Il est également important de noter que les prdib@dbid’interaction entre le photon incident
et les électrons liés a I'atome ne sont pas lieéaiElles seront beaucoup plus élevées pour
des photons ayant une énergie proche de I'énemlaidon de I'électron avec I'atome. On
définit alors le K-edge d’'un élément comme I'énerde liaison d’'un électron de la couche K

de cet élémerit

3.1.2.2Absorption simple

Si le photon incident n'a pas une énergie suffisgnatur générer un effet photoélectrique, son
absorption va entrainer le changement d’orbite’@edtron. Le retour a I'état de repos va
donner lieu a I'emission d’'un photon de fluoreseenEtant donné que ce phénomeéne se
produit avec des photons incidents de basse éndéegioton de fluorescence sera souvent
émis dans le visible. C’est ce phénomene qui ésth@ase de la microscopie de fluorescence
(voir 4.4).

3.1.2.3Création de paires

La création de paires correspond a la création dauple particule-antiparticule (dans le cas
qui nous intéresse, il s’agit d’'un couple positédeetron) a partir d’'un photon. Si le photon
d’'une énergie supérieure ou égale a 1,02 MeV estrbb au voisinage du noyau d’'un atome,
un couple positron-électron va étre formé. Le positva rapidement interagir avec un
électron du milieu et s’annihiler pour donner dgahotons de 511 keV qui vont étre émis

dans des directions oppos¥dgigure 3.3).

e
O

Photon y (511 keV)
A

Annihilation

Photon v (511 keV)

Figure 3.3 : Création de paires

7 " annihilation est un principe également a la baséa tomographie par émission de positrons (L@r3).
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3.1.2.4Effet photonucléaire

L’effet photonucléaire n’a lieu que si le photortident posséde une trées haute énergie
(>10MeV). Le photon va alors étre absorbé par Iganoet entrainer I'émission d’'un ou
plusieurs nucléons. L'atome va donc devenir radibd@a désexcitation du noyau se fait par

I’émission d’'un rayonnement

3.1.3 Domaines de prédominance

La figure 3.4 résume le type d’interaction qui sebservé en fonction du numéro atomique
de l'atome et de I'énergie des photons incidentsoNs que dans le cadre de élément lourd
comme le Platine (Z=78) et avec un rayonnementtspton monochromatique réglé au K-
edge de cet élément (78,39keV), le mode d’intevagirédominant est I'effet photoélectrique

(point rouge sur la figure 3.4).

T I“"l T II“"F T “"l T I“”!
120 .
[ -
100 - _ 4{
I Effet " Prodl;ic:le(;n de _j
s Photoél'rique & <] P “i
- \?3 % -
3 3 !
B0 3 -
o -
a0 % :I
20 -
- -

0 Toownl v oo vyl
10 100 1000 10t 10

E (keV)

Figure 3.4 : Domaine de prédominance des différentgpes d’interactions. Modifié d’aprés.

3.1.4 Interaction des électrons avec la matiere

Nous venons de voir que l'effet photoélectriquesaique I'effet Compton entrainent
I’émission d’'un électron secondaire qui va égalenpenivoir interagir avec la matiére. Cette
interaction va pouvoir se faire selon différenteniares :

- par diffusion élastique : I'électron incident vaedtévié dans sa trajectoire par des

structures atomiques de masse plus grande quenaesiCette interaction ne se fait
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avec quasiment aucune perte d'énergie. La trajectdie I'électron subit de
nombreuses déviations au fil des interactions.

- par collision électron-électron : la collision entfélectron incident et un électron
périphériqgue peut entrainer I'excitation ou licatien de I'atome (en fonction du
transfert d’énergie). La désexcitation se fera manission d'un photon de
fluorescence.

- par rayonnement de freinage : si I'énergie de ¢t est suffisante pour qu’il puisse
arriver a proximité du noyau, I'électron va étrevidéde sa trajectoire et freiné. La
perte d’énergie due au freinage va donner lie@ibsion d'un rayonnement dit de
freinage. Ce type d’interaction est utilisé dangtemd nombre de générateurs X ainsi
que la production du rayonnement synchrotron (8aij.

Le trajet des électrons secondaires dans la matiéi# pas une ligne droite. A chaque
interaction, les électrons secondaires vont étxéédgleur parcours va se terminer par une

grappe d’ionisation$
3.2 Quelques Définitions Utiles en Radiobiologie

Afin de mieux appréhender les effets des radiationsantes sur le vivant, il est nécessaire

de définir plusieurs grandeltfts

L'unité de dose absorbée est définie par I'énepgimlue par les radiations ionisantes dans
une unité de masse de tissu traversé. La dosexpsinée en Gray (Gy) et correspond a

I'absorption d’un Joule (J) par kilogramme.

Tous les types d’irradiation aboutissent a uneepdiénergie sur leur trajet. On définit le
transfert linéique d’énergie (TEL) comme la quantténergie perdue par unité de longueur.

Elle est généralement exprimée en keV/um.

Comme une méme dose d’irradiation peut avoir uatddffologique variable en fonction de
son TEL, on définit I'équivalent de dd&el’équivalent de dose correspond a la dose

absorbée multipliée par le facteur d'efficacité lbgique Q propre a chaque type de
rayonnement. Ce facteur est fonction de la valeufEL de la particule ; il est par exemple
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égal a 1 pour un rayonnement électromagnétiquerisaX ety) et a 20 pour une particude
L'unité de I'équivalent de dose est le Sievert (Skjjuivalent de dose (Sv) = Dose (Gy) x Q.

3.3 Effets des Rayonnements lonisants sur le Vivant

Dans les derniers paragraphes, nous avons puawidée des phénomeénes qui se déroulent
lorsqu’une particule est diffusée ou absorbée marmlatiere. L’interaction entre un
rayonnement électromagnétique ionisant et le viwamtentrainer un certain nombre de
conséquences au niveau moléculaire, cellulaireylage ainsi qu’'au niveau de I'organisme.
La chronologie de ces événements s'étale des presnl®™s jusqu’a de nombreuses années
apres lirradiation. Elle comprend trois eétapesétape physique, chimique et enfin

biologique.
3.3.1 Etape Physico-chimique

Le transfert énergétique réalisé au moment depéfahysique est tres bref (de I'ordre de
10%s). C’est au cours de ce laps de temps que le mayoent va interagir avec les atomes
selon les modes que nous avons vu précédemment.

Considérons une dose de 10Gy qui correspond?aladles par gramme de tissu. Cette dose
ne va générer que 20onisations par gramme et ses effets thermiquemsaégligeables
(de I'ordre de 2.16°C). Malgré cela, une irradiation de 10Gy en carptier est |étale pour
un étre humain alors que seules 2 molécules d’emuld seront concernées par ces
ionisations.

Il existe donc un phénomene d’amplification qui ganduire a l'observation d’effets

biologique$

3.3.1.1Effets directs et indirects

Les effets des radiations ionisantes sur les m@équeuvent étre directs (20%) ou indirects
(80%) (Figure 3.5). Un effet direct est caractépaé une excitation ou une ionisation d’'une
molécule biologique par un électron secondaireteCateraction peut entrainer une rupture
d’'une liaison covalente et donner naissance a dadicaux extrémement réactifs selon

I'équation :
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R-R— Re + R’e
Cependant, le corps humain est constitué d’appratwement 70% d’eau. Les radiations
ionisantes vont pouvoir par un phénomene appelélyaé de I'eau donner également
naissance a des especes réactives de I'oxygene.
On qualifie d'effets indirects, les effets causés ges espéeces réactives issues de la radiolyse
de I'eau sur des molécules biologiques.

Effet Direct Photon

Effet Indirect Photon

Figure 3.5 : Effet direct et indirect des radiatiors ionisantes sur la molécule d’ADN.

3.3.1.2Radiolyse de I'eau

La figure 3.6 illustre le phénomene de la radiolged’eau. Les radicaux ¢det HOs générés
par ce phénomeéne vont interagir avec les molétibdsgiques” .

HO — ™ | Hoe + e

l l H,0 H,0*

H* + HOe He + HOe He + H,0

Figure 3.6 : Radiolyse de I'eau.
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3.3.1.3R0le de I'oxygene

L’oxygene est un radiosensibilisateur puissant apugmente les effets de I'irradiation. On
définit 'Oxygen Enhancement Ratio (OER), le rapmtes doses nécessaires pour obtenir le
méme effet selon des conditions d’anoxie ou d’orgg@n normalé&

Un exemple de réaction pouvant expliquer ce phénemest donné par les équations
suivantes :

He + O, — HO,e (moins oxydant que H®mais plus stable)

HO.e + He — H,O,

La plus grande stabilité des radicaux créés emnaineffet beaucoup plus durable.

3.3.2 Etape biologique

Bien que les radiations ionisantes puissent inteegc toutes les molécules biologiques et
notamment au niveau des mitochondries et des maemdfranous nous intéresserons
principalement a leurs effets sur la molécule d’ADNs principaux dommages causés par
I'irradiation sont® ™:

- les cassures simple brin de I'ADN (S¥B elles correspondent & la rupture d’une
colonne sucre-phosphate. Elles sont en généraleaygnt réparées par un meécanisme
d’excision — re-synthése. On en dénombre en moy&d@e par Gray et par cellule.

- Les cassures double brin de I'ADN (DSB: elles correspondent & deux cassures
simple brin sur des brins opposés de la molécuteias d’'une dizaine de paires de
bases de distance. Leur réparation est plus loegygeut conduire a la perte de
I'information génétique se trouvant dans la zorsg&éé On en dénombre en moyenne
40 par Gray et par cellule.

- Les altérations de bases : les bases, et notaniadryimine peuvent étre hydroxylées
par un radical Oll. D’autres altérations comme des pertes de basee®pontages
sont également observés. Leur réparation est eérgérapide. On en dénombre en

moyenne 1500 par Gray et par cellule.

'8 SSB : Single-Strand Break.
Y DSB : Double-Strand Break.
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3.3.3 Conséquences Biologiques

Les dégats générés par l'irradiation sur 'ADN danmre directe ou indirecte vont pouvoir
étre réparés par plusieurs types de mécaniéniéslgré cela, toutes les lésions, notamment
les DSB ne vont pas pouvoir étre réparées ou urie ke I'information génétique va étre
perdue lors de la phase de réparation. Si la znrehée se trouve dans une partie non codante
ou si la lésion a lieue dans un gene qui n'est\p@d, les conséquences seront faibles.
Cependant, si les Iésions se trouvent dans des g#taex ou si elle entraine des aberrations
chromosomiques, la cellule peut entrer dans ungssaes de mort cellulaire. On distingue
plusieurs types de mort cellulaires radioind@itsarmi les plus courant, on trouve :

- la mort mitotique. Elle est la plus fréquente etsiste en I'accumulation d’aberrations
chromosomiques et de mutations entrainant l'indépamour la cellule de finir une
mitose. Une cellule en état de mort mitotique narp@opas engendrer de colonies.
Leur morphologie est assez caractéristique puidgue taille est souvent trés
importante et elles peuvent présenter des micranoymorceaux d’ADN expulsés
hors du noyau).

- l'apoptose. Il s’agit d'une mort cellulaire « pragnmée ». Elle est caractérisée par
une succession de processus visant a « digérarellde.

- lanécrose. Phénomene anarchique pouvant généfafldenmation.

- la mort cellulaire immédiate. Encore mal expligoé,phénomene est essentiellement

observé aprés des irradiations a trés hautes doses.

p <\ Rayonnement

/\ N ionisant
S \\
e” lonisations
/

0,/ Hy©O

!

i Radicaux libres
min

L. IN (HO'; ...)
7‘\/

Mutailons
jours Mort cellulaire
e Reparatlon

Cancérisation

Figure 3.7 : Chronologie des effets biologiques dhe irradiation.
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Les effets de lirradiation peuvent également &leservés apres plusieurs années. Des
mutations générées dans certains genes suppresdeursmeurs par exemple peuvent

entrainer une cancérisation a long terme (Figufe 3.

3.3.4 Implications pour la radiothérapie

L’objectif de la radiothérapie va donc étre de ig&lun maximum de dégats au niveau du
volume tumoral sans Iéser les tissus sains.

La dose déposée au niveau des cellules tumoralea denc étre maximale mais la dose
déposée au niveau des tissus sains devra étreidafgible possible. Le fractionnement de
l'irradiation discuté en 2.3.3 apparait comme urmne solution; cependant, dautres
approches comme lirradiation en mode tomographigiae curiethérapie ou I'IMRT
présentent un potentiel intéressant.

Comme nous venons de le voir, les effets des radstonisantes sur le vivant peuvent étre
directs ou indirects. La prédominance des effatgects a d’ailleurs été avérée tout comme le
réle du niveau d’oxygénation des tissus. Ces derameéetres sont de premiere importance
dans la mise en place de tout nouveau protocoléremental :

- l'oxygénation du tissu tumoral n'est pas homogéddans les gliomes de haut grade
notamment, on peut retrouver des zones hypoxigaes ld tumeur mais également au
niveau des infiltrations dans le parenchyme cétébest-a-dire au niveau des marges
actives. Les cellules hypoxiques sont beaucoup pEid®résistantes que des cellules
en conditions normoxiques.

- les effets indirects, via les espéces réactive$aggene, peuvent étre améliorés,
notamment par I'utilisation de molécules radioskitisantes pouvant se fixer au plus
prés de I’ADN afin que les espéces réactives de/giéne soient produites en quantité
a proximité de leur cible. Cette radiosensibilisatciblée permettra d’augmenter les
effets de lirradiation dans les cellules tumoradess avoir & augmenter la dose qui

touche également les tissus sains.
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3.4 Rayonnement Synchrotron

3.4.1 Généralités

Le rayonnement Synchrotron a été mis en évidenae lpgpremiere fois en 1947 aux Etats-
Unis. Ce type de rayonnement a dans un premier Se@tg considéré comme parasite,
responsable d’'une perte d’énergie des électrons dier la construction d’accélérateurs
circulaires. Cependant, il s’est vite imposé comune méthode de choix pour de nombreuses
applications.

Considérons des électrons relativistes ; lorsque @ectrons vont étre déviés de leur
trajectoire par un champ magnétique intense, ilsit v@émettre un rayonnement
électromagnétique tangentiellement a leur trajeetot’est le rayonnement synchrotron.

Parmi ses propriétés les plus remarquables, natorspectre qui s’étend des UV aux rayons
X durs ; une trés forte brillance (nombre de phstémis par seconde par mmpar mrad)
ainsi qu’une faible divergence.

Une cinquantaine d’installations synchrotron onfesjour dans le monde depuis le début des
années 1960. Il existe actuellement trois génératie synchrotron Les synchrotrons de
troisieme génération offrant la plus forte brillan®armi les trois plus puissants, I'on trouve
I’ Advanced Photon Soureeix Etats-Unis, I&pring 8au Japon et [&uropean Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) a Grenoble. Cest dans cette derniere lastal que les

expériences décrites dans ce travail de thesa@nédisées.
3.4.2 Description générale de 'ESRF

L’idée d’'un synchrotron européen remonte a 197fhe@dant ce n'est qu’en 1984 que le site
de Grenoble fut choisi pour un début des travadgcafé en 1988. Le premier faisceau
d’électrons fut injecté dans I'anneau de stockag&392 et c’est au terme de deux années de
tests que 'ESRF ouvrit ses portes aux utilisatenrd994.

A l'origine, douze pays européens participéerenfimancement annuel de 'ESRF, ce nombre

fut ensuite porté a 18 quelques années plus tascontributeurs les plus importants sont la

0 par abus de langage, on appelle également synmiithstallation responsable de la productiorcdeype
de rayonnement.
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France (27,5%), I'Allemagne (25,5%), I'ltalie (15%)) le Royaume-Uni (14%). En 2007, le
budget annuel était de 80 millions d’euros.

Les expériences pratiqguées a 'lESRF sont en gnanajierité réalisées par des utilisateurs. Le
temps de faisceau (durée d'utilisation du rayonmegm&ynchrotron pour réaliser une
expérience) est obtenu suite a la soumission gitoposal (présentation du projet et
justification de la demande de temps de faiscdan)estime a 6000 le nombre de chercheurs

venant réaliser chaque année des expériencesRFES

3.4.3 Production du rayonnement synchrotron a 'lESRF

Les électrons sont produits par un canon a élestpois accélérés par un LINAC (LiNear
ACcelerator) long de 16m qui permettra aux éledrdiatteindre une énergie de 200 MeV.
Les électrons sont ensuite transférés dans le droggichrotron, un accélérateur circulaire de
300m de circonférence leur permettant d’atteintéeelrgie de 6 GeV. Enfin les électrons
sont injectés dans I'anneau de stockage de 844eiramference ou ils vont tourner pendant

plusieurs heures dans le vide (Figure 3.8).

— =« Lligne de
: lumiére

Accélérateur

- circulaire
Accélérateur —~

linéaire

Anneau de stockage

Figure 3.8 : Représentation simplifiée d'un synchrison. Les électrons sont accélérés une premiére
fois par un accélérateur linéaire (LINAC), avanétde accélérés a nouveau par un acceélérateur
circulaire (booster synchrotron) afin d’atteindreeuénergie de 6 GeV avant d’étre injecté dans
I'anneau de stockage. Schéma extraivdev.esrf.eu

L'anneau de stockage n’est pas circulaire, il $'agi réalité d’'un polygone a 64 cotés. Au
cours d'un tour complet, les électrons sont déweésleur trajectoire par 64 aimants de

courbure induisant chacun une déviation du faisceab,625°. Au niveau de chaque aimant
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de courbure, la déviation induite par le champ ndigne donne naissance au rayonnement
synchrotron, émis tangentiellement a la courbuve.l& sections droites, entre deux aimants
de courbure se trouvent des dispositifs d’insertiesponsables de la forte brillance des
synchrotrons de troisieme génération. Ils sont tim@s d’'une succession de petits aimants
dont la polarité est alternée. Les électrons voncdavoir un mouvement d’oscillation tout en
conservant une trajectoire globale rectiligne. loémes de rayonnement émis vont se
superposer et donc augmenter la brillance. Il exdsux types d’éléments d’insertion :
- les wigglers avec lesquels les cbnes de rayonnegéraig vont se superposer (les
intensités s’additionnent).
- Les onduleurs avec lesquels le cone de rayonnegraig sera plus fin donnant
naissance suite a un phénomene d’interférences f\d2.4) a une augmentation de

la brillance pour certaines longueurs d’onde (FeggLo).

Figure 3.9 : A. Schéma d’un aimant de courbure ; BOnduleur. Schéma extrait deww.esrf.eu

Enfin, il existe différents modes de remplissagd’'aeneau de stockage correspondant aux
nombres de paquets d’électrons envoyés dans l'andeastockage. Le flux maximal est

obtenu en mode multi-bunch (992 paquets d’électremist envoyés dans l'anneau de
stockage, le courant maximum est alors de 200 mka elurée de vie approximativement

égale a 70 heures.

Il faut également noter que I'énergie perdue pa é&ectrons lors de I'émission du

rayonnement est compenseée par 6 cavités radionégse

3.4.4 Lignes de lumiére

Les faisceaux de rayonnement synchrotron émis augedéviation des électrons se dirigent
vers les lignes de lumiére se trouvant tout autiutanneau de stockage. Chaque ligne de

lumiére est spécialisée soit sur un type d’expégenoit sur une spécialité de recherche.

Une ligne de lumiere peut étre divisée en 3 pa(kegure 3.10) :
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- la cabine optique, accolée a I'anneau de stockeltg,comprend un grand nombre

d’'instruments optiques permettant de donner aucdais les caractéristiques

nécessaires pour I'expérience.

- la cabine expérimentale (hutch), lieu de I'expéreerelle comprend I'échantillon ainsi

gu’un certain nombre d’appareils servant a effedeemesures.

- la cabine de contréle, salle ou les chercheurg@ent et pilotent leur expérience.

A I'heure actuelle, il existe une quarantaine dedis de lumiéres a 'ESRF. L’intégralité des

expériences réalisées au cours de ce travail de #iest déroulée sur la ligne médicale ID17.

,_.. -. -.I;;‘--. } T,J.-::iﬂ l )
. # [ cabine optique

échantillon a étudier

i

~.~"cabine expérimentale

.-/ r

| P cabine de contrdle

Figure 3.10 : Schématisation d’'une ligne de lumieré&Schéma extrait deww.esrf.eu

3.4.5 Présentation de la ligne médicale ID17

La ligne médicale est dédiée a un grand nombreptiagiions biomédicales de la lumiere

synchrotron parmi lesquelles I'angiographie, langlmgraphie et la thérapie des tumeurs

intracraniennes (PAT-Plat, Tomotherapie et Radmaibie par Microfaisceaux).

La source du rayonnement synchrotron est un wigglerposé de 21 péles magnétiques. Le

faisceau produit par ce wiggler est tres faiblentiwergent (3mrad en horizontal, 0.1mrad en

vertical)

ID17 possede deux cabines expérimentales, la prersg trouve a proximité de la source

(30m) sert au développement de la radiothérapienpenofaisceaux (voir 3.5). La seconde se

situe a 150m de la source et permet d’utiliserayom de plus grandes dimensions (150mm

de large; 10mm de haut). On trouve également eontrde cette seconde salle un

85



Chapitre 3 : Thérapies par Irradiation Synchrotron

monochromateur permettant de transformer le rayoené incident en un rayonnement
monochromatique. C’est au niveau de cette secoralle fju'on été réalisées les
expérimentations sur la PAT-Plat. Nous discuterphss en détail du réglage et des

parametres du faisceau dans le chapitre 6.
3.5 Radiothérapie par Microfaisceaux (MRT)

La Radiothérapie par Microfaisceaux (MRT) a étéeli@ppée a partir du milieu des années
1990 (la premiere publication relative aux apploas biomédicales de la MRT remonte a
1995°). Son principe repose sur l'effet dose-volumeusple volume d'irradiation est petit,
plus la dose utilisée pourra étre élevée (Figuté)3.

La MRT consiste donc en un fractionnement spatiladdose avec dépot de tres hautes
doses. Le volume tumoral est irradié a l'aide dfairsceau de rayonnement synchrotron
traversant un collimateur multi fentes et créansiaune série de microfaisceaux d’épaisseur
et de distance pic a pic réglables. Les tissusosvant dans les pics d’irradiation recoivent
I'intégralité du rayonnement alors que les tissurguvant dans les zones vallées, c'est-a-dire
entre les microfaisceaux, recoivent une dose beguowindre. Afin d’étre réalisée dans des
conditions optimales, l'irradiation doit étre tréapide et le faisceau bien défini. Des
mouvements au moment de la phase d’irradiation grguentrainer de lourdes conséquences,
c’est pourquoi la dose doit étre déposée tres eapetit (dans l'idéal en moins d'une
seconde) ; de méme le faisceau doit étre tresefaiaht divergent. Le faisceau synchrotron
produit a 'ESRF présente ces deux qualités :fmgiébit de dose et faible divergence.

De nombreuses études ont été menées a la foigs@anémaux sains pour quantifier les effets
secondaires de l'irradiation mais aussi sur desanx porteurs de tumeurs intracranienfes
8T

Les effets observés varient principalement en fonale la largeur des microfaisceaux, de la
distance pic a pic (c'est-a-dire de la distanceeelet centre de deux microfaisceaux), de la
dose déposée ainsi que du nombre de microfaiscast.également possible de croiser les
microfaisceaux afin de déposer une dose plus élgaée des tumeurs.

Les dégats observeés chez les animaux sains santalarajorité des cas restreints au passage
des microfaisceaux. Serduc et al. ont par exempbatn®d en utilisant la microscopie
biphotonique intravitale qu’une irradiation en mdd&T de 312Gy (18 faisceaux de 25um,

distance pic a pic de 211um) n’entrainait pas ge¢ure de la BHE pour des molécules de
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poids moléculaire supérieur ou égal a 560 Da dasmslduze jours qui suivent l'irradiatiofi
D’autres expériences ont été menées et la rég@ménatpide des vaisseaux sanguins se
trouvant sur le passage des microfaisceaux pawexiesnsions cytoplasmiques des cellules
endothéliales se trouvant dans les zones valléameshypothese avancée pour expliquer le
peu d’effets secondaires de ce type de radioth&rapi

Les expériences menées sur des rats porteursadaglome 9L par Laissue et al. en 1998 ont
montré que la médiane de survie des animaux a augnue facon significative suite au
traitemen®. Le croisement des microfaisceaux au cceur du \@loffte des résultats encore
plus spectaculaires.

Le développement de la MRT est actuellement enscewr la ligne médicale de 'ESRF ainsi
gu'au National Synchrotron Light Sourc& Brookhaven aux Etats-Unis. Les essais
précliniques se poursuivent avec l'objectif de meettn place des essais cliniques aux
alentours de 2011. Dans ce travail de these, la MRTété utilisée que pour valider une
application développée en microscopie biphotonignoeis verrons en 5.4.6 une imagerie de

la paroi artérielle suite a cette thérapie).

¥
¢
¥
"

Rayonnement
Synchrotron

wollrazeur .

Figure 3.11: Principe de la Radiothérapie par Micpfaisceaux. Le rayonnement synchrotron
traverse un collimateur multi-fentes afin de donnaissance a des microfaisceaux de largeur et de
distance pic a pic réglables. La dose déposée a@shmale sur le passage des microfaisceaux et faible
en zone valléé

200pm

3.6 Thérapie par Photoactivation du Platine

3.6.1 Généralités

La thérapie par photoactivation (PAT) consisteciporer un €lément lourd dans les cellules

tumorales et a renforcer I'effet photoélectrigue sat élément en soumettant le volume
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tumoral a un rayonnement dont I'énergie est régléee au-dessus du seuil d’absorption
d’une de ses couches électroniques.
Théoriqguement, si I'on irradie un élément commelktine (Z = 78) avec des photons dont
I'énergie se situe juste au dessus du seuil d’atisorde sa couche K (baptisé K-edge ; 78,39
keV pour le platine), on obtiendra un effet photeéique ainsi que des cascades Auger
permettant de déposer une grande quantité d’énargieximité de I'élément. On appelle
alors cette thérapie la PAT-Plat.
La PAT-Plat est différente de la tomothér&pié **(également testée a 'lESRF) qui consiste a
injecter par voie vasculaire un agent de contra&té qui va sortir du volume vasculaire au
niveau de la tumeur et qui va baigner les celltlesorales. Cependant, I'agent de contraste
reste en extracellulaire, la cible est donc difiéee(membrane, matrice extracellulaire)
puisqu'en PAT-Plat on vise essentiellement 'ADNa keconde étape de la tomothérapie
consiste alors a irradier le volume tumoral avexmietons a 50 keV.
La mise en place d’'un protocole PAT demande denléfbis grands points :
1) choisir une molécule contenant un élément lourdiqawivable qui pourra aller se
fixer au plus pres d’'une cible comme I’ADN.
2) déterminer I'énergie et la dose a utiliser lors ldeadiation afin d’obtenir un
maximum d’effets.
3) choisir une méthode de délivrance de la moléculepgumettra d’avoir de fortes
concentrations dans les cellules tumorales.
Le rayonnement synchrotron se préte parfaiteméamtPaAT. Il est en effet possible d’obtenir
un faisceau monochromatique dont I'énergie poutna réglée juste au-dessus du K-edge de
I'élément. Une irradiation monochromatique justedassus du seuil d’absorption de la
couche K permettra d’augmenter les probabilitébidnir des cascades Auger.
L’élément lourd que nous avons choisi pour cetigdé&tet qui a déja donné lieu a de
nombreuses expérimentations a 'ESRF est le pl&tine® % *® Figure 3.12). Certaines
molécules chimiothérapeuthiques comme le cisplatioatiennent du platine et ont la
capacité d'aller former des adduits sur 'ADN (vparagraphe suivant).
La thérapie par photoactivation du platine (PATtPdgveloppée a I'ESRF présente plusieurs
avantages notables :
- une molécule chimiothérapeuthique déja utiliséelemgque qui va former des adduits

au niveau de I'ADN.
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- l'utilisation d’'un rayonnement synchrotron dont fieisceau est monochromatisé a
78,39 keV (K-edge du platine) ; une énergie as$®zeé pour pénétrer les tissus et
donc envisager par la suite une application enqtla

- une irradiation en mode tomographique, centrédastumeur afin de réduire la dose
déposée dans les tissus sains.

Différents modes d’administration de la moléculé é® proposés mais devant la difficulté
d’obtenir des concentrations élevées en cispladgres les tumeurs cérébrales suite a une
injection systémique, le choix d’'une injection aitrmorale s’est révélé le mieux adapté.

Cette injection peut étre réalisée manuellefnamtpar CE¥ %,

24h Tumeur

y §Le cisplatine se

fixe sur 'ADN
Irradiation
Synchrotron
Etape 1 : injection Etape 2 : lrradiation
de cisplatine tomographigue de la tumeur
dans la tumeur au K-edge du platine

Figure 3.12 : Principe de la PAT-Plat.

3.6.2 Cisplatine

3.6.2.1Historigue

Le cisplatine (cis-diamminedichloroplatinum (II))é& synthétisé pour la premiere fois dans
les années 1840 et fut nommeé « sel de Peyrone n/eSequ’en 1965 que son action anti-
tumorale fut mise en évidence pour la premiére étEsfacon tout a fait fortuite. Barnett

Rosenberg qui travaillait sur la bactéfscherichia coliremarqua que si son milieu de
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culture contenait du chlorure d’'ammonium et quéh@rait un courant entre deux électrodes
de platine, la croissance bactérienne se trouviaiib&é&°.

Un grand nombre de recherches et le développenemrahdes quantitées de molécules
furent ensuite entrepris et ce n’est qu’en 1978lguwisplatine recu 'agrément de la Food and
Drug Administration (FDA3".

Seules deux autres molécules dérivées du cisplatioetrérent des effets anti-tumoraux

potentiellement intéressants et recurent également agrément: le carboplatine et

I'oxaliplatine.

3.6.2.2Action de la molécule

Le cisplatine posséde deux groupes amine en positsainsi que deux groupes chloriffes
Une représentation de la molécule ainsi qu’'un oem@mbre de ses caractéristiques sont
données sur la figure 3.13.

Il est également important de noter que seuleriadais de la molécule a une activité anti-
tumorale. L'isomerdrans présente une toxicité mais aucune action suutegurs.

Le cisplatine va pouvoir rentrer dans les cellubes diffusion passive. Cependant cette
molécule est instable dans I'eau et si la conctatran chlore est faible dans son milieu (ce
qui est le cas dans le cytosol), elle va subirrdastions d’hydrolyse. Les molécules de chlore
vont donc étre remplacées par des molécules dieamolécule hydrolysée sera alors sous la
forme aqua Le diaquo-diamine-platinum est une espéece beguptus réactive que sous la
forme chlorure. L’hydrolyse est donc un phénomémadémental dans l'acquisition de la
toxicité.

La molécule va pouvoir ensuite interagir avec I'Apbur former des addufts

2L La FDA est 'agence américaine délivrant les agnétsinotamment en matiére de médicaments.
2 ’interaction avec d’autres composés cellulairagdchondries notamment) est possible mais pliddajue
celle observée avec I'’ADN.
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Représentation de la Formule Masse
. Formule L . :
molécule chimique moléculaire

o
t Cl,HeN,Pt | 300,05 g/mol
VAN
HN NH,

Cl Cl
N

Figure 3.13 : Caractéristiques de la molécule desplatine.

3.6.2.3Interaction avec 'ADN

La formation d’adduits va essentiellement avoiu l@vec les bases puriques (adénine et
guanine). On distingue plusieurs types d’adduits
- les adduits interbrins, entre deux bases ne seanbypas sur le méme brin.
- les adduits intrabrins, les bases se situent soréee brin. Plusieurs cas sont alors
possibles :
0 entre deux guanines adjacentes (60 a 65% des cas)
0 entre une guanine et une adénine (20 a 25% des cas)
0 entre deux guanines séparées par une base (5 deddéas)
- les adduits monofonctionnels, plus rares, ils sonitvent un état intermédiaire dans la
formation d’adduits bifonctionnels.
Les conséquences de la formation des adduits sentnodification de la structure secondaire
de I'ADN qui serait a l'origine du blocage de lapliéation et de la transcription. Ces
phénomenes peuvent donc amener a la mort celluRline le nombre d’adduits formés sera

important, plus I'effet anti-tumoral sera marqué.

3.6.2.4Utilisation en clinigue

Le cisplatine est un agent chimiothérapeuthiquerasament utilisé en clinique. Ses
principales indications sont le traitement des eamde I'ovaire, de l'utérus, des testicules, de
la vessie, de la sphere ORL, de I';esophage, detex ainsi que certaines formes de cancer

pulmonaire¥. La voie d’administration peut étre intraveineosentrapéritonéale.
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Cependant sa toxicité est assez importante notatmemeniveau rénal (une hyperhydratation

est souvent pratiquée en prévention afin d’éviéetype d’effet secondaire), au niveau du tube
digestif, de 'hématopoiese et également au nivikasystéme nerveux. Des études ont ainsi
démontrées une ototoxicitésuite & 'administration de cisplatifie

Une résistance peut également étre développée pellt étre médiée par une détoxification
cellulaire par le glutathion par exemple ou par angmentation du taux de réparation des
adduit$®. Le cisplatine est souvent proposé en polychingiathie avec d’autres molécules

telle que la carmustine par exemple.

L'utilisation du cisplatine pour le traitement desneurs intracraniennes se heurte a la BHE
(voir 2.2.1) qui empéche la diffusion de la molécdans le parenchyme cérébral. C'est
pourquoi les expériences réalisées dans ce trdeathése ont été réalisées par injection

intratumorale.

3.6.2.5Carboplatine

Le carboplatine est également utilisé en clinigaasdun grand nombre d’indications telles
gue les cancers de la sphere ORL, des ovaireqjtdeuk, de la vessie et dans certains types
de cancers pulmonaires. Sa toxicité sur le rela systéme nerveux est moindre que celle du
cisplatine, cependant sa toxicité hématologiqueassez élevée (la greffe de moélle osseuse
peut étre envisagee).

Du fait de sa structure chimique, son hydrolyseplst lente et il est nécessaire d'utiliser des
concentrations supérieures a celles du cisplatme avoir un nombre d’adduits égal

3.6.3 Historique des radiochimiothérapies des gliomes uisant le cisplatine

C’est en 1971 qu’une étude de Zak et al. a misvateace une interaction entre le cisplatine
et lirradiation chez la souffs Les radiochimiothérapies utilisant le cisplatipeur le
traitement des gliomes furent I'objet de quelguesiés précliniques, nous allons ici détailler
les plus significatives avant de s’intéresser dgues études cliniques.

% Toxicité au niveau du systéme auditif entrainare perte de I'audition.
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3.6.3.1Etude de Douple et al. (1977)

L'étude fut réalisée sur des rats CD-Fisher porshurgliome RTB. Les animaux furent
soumis a une injection intrapéritonéale de 4mgkkgidplatine puis a une irradition 24 heures
aprés (rayons X, dose de 15Gy, 140kVp). Une augatient significative de la survie fat
observée ; la médiane de survie étant passée @lmuB0pour les animaux non traités a 44
jours pour les animaux ayant recu la thérapie cetaplLes auteurs suggerent que cette
augmentation de la survie pourrait étre due a uat efynergétique entre cisplatine et

rayonsX*.

3.6.3.2Etude de Kaneko et al. (1983)

Cette étude fut menée sur des rats CD-Fisher perthugliome F98. Les animaux regurent
une injection de 5mg/kg de cisplatine par voieapéritonéale puis furent irradiés par trois
fractions de 7.5Gy chacune (rayons X, 300kVp).

La médiane de survie est passée de 31 jours ppanlmaux non traités a 55 jours pour ceux
ayant recus la thérapie compléte. Les auteurs seigigégalement un effet combiné des deux

thérapies.

3.6.3.3Etude de Kimler et al. (1993)

L’étude menée par Kimler et al. a porté sur des @D-Fisher porteurs du gliome 9L. La
particularité de cette étude repose sur la méthidatiministration de la drogue par injection
intracérébrale. Cette méthode permet de s’affrarddila BHE et donc d’apporter de plus
hautes concentrations de cisplatine. Cependaakiaite étant tres élevée, la mortalité fut tres
importante. Les auteurs déterminérent que 3ugsfdatine délivrés dans un volume de 5ul
était un bon compromis. L'irradiation fut réalisék apres l'injection avec une source de
Césium 137 (dose de 16Gy, 514 keV).

La médiane de survie passa de 23 jours (animauxraié@s) a 40 jours (animaux ayant regus
la thérapie compléte). Il fut également démontré ¢p chimiothérapie seule n’entrainait
gu’'une augmentation du pourcentage de survie (H&X6% et que la radiothérapie seule

entrainait une augmentation de 42%

3.6.3.4Etudes clinigues
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Plusieurs études cliniques ont été menées pounu@vdes effets de la combinaison
radiothérapie / cisplatine. Une étude de TEORTGéseen 1991 sur des patients porteurs de
gliomes de haut grade n’a mis en évidence aucuat @ff cisplatine (cisplatine : 50mdgim
administré aux jours 1, 7, 15, 22 ; radiothéra®8Gy en fractions de 1.8 a 2Gy par jour, 5
jours par semain¥)

Plus récemment une étude de Freeman et al. egtam@ux mémes conclusions (cisplatine :
100mg/nf, administré aux semaines 1, 3, 5 ; radiothérajiequ'a 76.5 Gy en fractions de
1.26Gy, 2 fois par jour, 5 jours par semaine)

Les meilleurs résultats furent obtenus en combinaosieurs molécules. L’association
carmustine / cisplatine combinée a une radiothérapimontré son efficacité en terme
d’augmentation de la survfe

Il est cependant important de noter que ces prtascaltilisent des radiothérapies
fractionnées. Les études précliniques précédemaitéets appliquaient soit une dose unique,

soit une dose fractionnée mais avec des doseseéleédivrées sur une faible durée.

3.6.4 Radiochimiothérapies a 'ESRF : état de l'art

Les premiers travaux sur la PAT-Plat par irradmatgynchrotron remontent a moins d’'une
dizaine d’années. Nous allons nous attarder quslmstants sur les différents travaux menés

sur cette thérapie ainsi que leurs conclusions.

3.6.4.1Travaux de Stéphanie Corde (thése soutenue en 2002)

Les premiers travaux sur la PAT-Plat n'ont pasrétdisés sur des gliomes mais sur la lignée
cellulaire SQ20B, un carcinome humain du lafFik®’

La survie clonogénique de cette lignée cellulasané la mise en présence avec le cisplatine)
ne présente pas de différences significatives amteeirradiation avec une énergie juste en-
dessous (78 keV) ou juste au dessus (78.8 keV)-ddge du platine.

La toxicité du cisplatine s’avere également undacimportant puisqu’on note une survie de

seulement 17% apres une exposition a 1uM de displpendant 12h (Table 3.1)
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Survie ,
o . ‘ L Nombre d’atomes de
Exposition au cisplatine spécifique . ‘
(%) platine par cellule

0.1 uM pendant 48 heures 66 0.07 x 10°

3 uM pendant 6 heures 25 4.0x 10°

1 uM pendant 12 heures 17 45x10°

10 uM pendant 6 heures 0.8 7.5x 10°

3 uM pendant 12 heures 0.4 9.0x 10°

Table 3.1: Survie spécifigue et quantité de platm par cellule aprés différents parameétres
d’exposition au cisplatine On notera que plus la concentration en cisplasietlevée dans le milieu,
plus la cellule incorporera de molécules ; de miEnturée d’exposition entraine une augmentation de
la concentration intracellulaire en platine. Extoa®.

Si I'on normalise les courbes de survie avec lacttiintrinseque du cisplatine obtenue sans
irradiation, on n'observe aucune augmentation dad#otoxicité induite par le rayonnement
que ce soit en dessous ou en dessus du K-edgeatimeplL'une des explications possible
pourrait étre le trop faible nombre d’atomes ddipaliés a 'ADN. Il est également précisé
gue la lignée n’est peut étre pas la plus adapigeqe type d’étude, notamment a cause de sa
radiorésistance et a son statut génétique.

Enfin, il a aussi été verifié par une méthode Siachrotron Radiation induced X-Rays
FluorescencdSR-XRF) que les atomes de platine étaient biealigés au niveau du noyau
cellulaire.

Dans un second temps, le nombre de cassures deNI'Al2té quantifié dans différentes
conditions.

Il n'a ainsi été montré aucune différence signifi@ en terme de SSB entre des cellules
traitées sans cisplatine ou avec 3uM pendant 6iraeliés au-dessus ou en-dessous du K-
edge du platine. Cependant, pour des cellules gezibvec 30uM de cisplatine pendant 6h,
le nombre de SSB est 4 fois supérieur aprés undiation de 16Gy au dessus du K-edge
(78,8keV) qu’en dessous (78keV).

Des conclusions similaires ont été obtenues lord’élade des DSB. Aucune différence
significative en terme de DSB n’a pu étre obsems une incubation avec 0 ou 3uM de
cisplatine pendant 6h que ce soit en dessus oessods du K-edge. Par contre 3 fois plus de
DSB ont été dénombrées au dessus du K-edge apgéaaubation avec 30uM de cisplatine
pendant 6h et une irradiation de 16Gy.

Enfin, il fut également montré que la PAT-Plat afmait une inhibition de I'activité de la
protéine DNA-PK. La réparation des DSB n'aura dgas lieu par des sutures non-

95



Chapitre 3 : Thérapies par Irradiation Synchrotron

homologues (NHEJ). Cependant, il est importantaternque cette inhibition est uniguement
due au cisplatine.

Une relocalisation de RAD51 dans le noyau a égatéime étre observée apres PAT-Plat, le
mode de réparation par recombinaison homologuel@st favorisé. Une augmentation de
I'activité de BRCAL par hyperphosphorylation a égaént été décrit.

Des tumeurs mutées pour BRCAL (ce qui est le caB98epar exemple) répondront donc
mieux a la PAT-Plat. L'inhibition de la réparatides DSB par suture non homologue (DNA-

PK) et par recombinaison homologue (mutation de BRGavorisant la mort cellulaire.

3.6.4.2Thése de Marie-Claude Biston (thése soutenue en 200

Les travaux de these de Marie-Claude Biston ontquivi les études menées sur cellules par
Stephanie Corde puis ont apporté les premieresédsnprécliniques sur l'efficacité de la
PAT-Plat>

3.6.4.2.1 Etude sur cellules F98

Contrairement aux travaux précédemment cités,tlegeé furent ici réalisées sur la lignée de
gliome F98. Le taux de DSB fut mesuré en termeragnients d’ADN migrant en dehors du
gel (%FDM) ; pour plus de détails sur la méthode ¥0". Le %FDM est proportionnel aux
DSB. Plus le nombre de DSB sera élevé, plus leqemtiage sera grand.

Sur des cellules traitées uniqguement avec du tisplaaucune DSB ne fut détectée. Une
irradiation seule de 30Gy induit approximativemene fraction de 10% d’ADN migrant,
quelle que soit I'énergie utilisée (30, 40, 78,8/& 85 keV).

En réalisant la méme expérience en présence de 3@gMisplatine, on observa une
augmentation de la FDM, quelle que soit I'éner@iependant, 'augmentation était deux fois
moins élevée pour les cellules irradiées a 30,t8bdeV que pour celles irradiées a 78 keV
et trois fois moins élevée que pour celles irrasl@@8.8keV.

Il a également été montré que les cassures génerée8keV sont réparées 1.3, 1.5 et 2 fois
plus lentement que celles induites a 78, 85 etBOMkeV, respectivement.

Les conclusions de ces travaux stipulent qu'uragiation au voisinage du K-edge du platine
entraine une augmentation du nombre de DSB etmpstele réparation plus important. Une
irradiation située juste en dessus du K-edge (&8/Bksemble avoir plus d'effet. Un

renforcement de I'effet photoélectrique est miseant.
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3.6.4.2.2 Etude sur rats porteurs du gliome F98 en orthotopi

L’étape suivante fut de réaliser les premiers egsacliniques de la PAT-Plat afin d’estimer

les effets de la thérapie en terme de survie.

Mille cellules F98 furent implantées dans le stmiatde rats CD-Fisher et 14 jours apres
linoculation, une tumeur de I'ordre de 20rh#était clairement visible en tomodensitométrie.
Les animaux furent répartis en différents groupgdesmoyennes de survie furent calculées
(Figure 3.14).

250
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MeST (Jours)
=
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50 -

Contréles no
traités
3 ug CDDP
5 ug CDDP
5 Gy (78.8 keV)
10 Gy (78.8 keV)
15 Gy (78.8 keV)
5 Gy (78.8 keV) +
5ug CDDP
5 Gy (78.0 keV) +
5ug CDDP
10 Gy (78.8 keV)
+ 5ug CDDP
10 Gy (78.0 keV)
+ 5ug CDDP
15 Gy (78.8 keV)
+ 3pug CDDP
15 Gy (78.0 keV)
+ 3pug CDDP

Figure 3.14 : Médiane de survie des rats traités ae¢ différentes modalitésLes médianes sont
exprimées en nombre de jours aprées innoculatida tdemeur. Les effets les plus significatifs oré ét
obtenus avec une combinaison d’une injection ded®ugisplatine et une irradiation de 15Gy avec un
rayonnement dont I'énergie est située juste enedsssu juste au-dessus du K-edge du platine. Extrai
de®.

Il est intéressant de noter que le cisplatine seul’irradiation seule n’entrainent que de
faibles pourcentages d’augmentation de survie. igd, la combinaison 3ug cisplatine /
irradiation (15Gy) donne des résultats spectaagaique l'irradiation ait eu lieu juste en
dessous ou juste au-dessus du K-edge (médianevie de 214 et 194 jours, respectivement,
en comparaison des 26 jours pour le groupe contréletraité). Trente-trois pourcent des

animaux traités étaient encore en vie un an afinesllation.
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Des analyses histopathologigues menées sur les aydat survécu montrérent que
I’'hémisphére ayant abrité la tumeur présentait ematé acellulaire entourée par une marge

fibreuse.

D’autres essais précliniques furent menés afin deerohiner le rbéle de I'énergie du
rayonnement, de la dose ainsi que de la conceorirati cisplatine injecté. Globalement, il en
ressort que :

- une injection de 3ug de cisplatine est une quaatiteptable en terme de toxicité.
Kimler et al. évaluérent a 13% le taux de mort@cés pour les animaux injectés
avec 3ug de cisplatiffeLes essais en PAT-Plat avec une quantité de Bjcisplatine
(et une dose de 15Gy) ont montré 40% de morts pescattribuables a la molécule.
Cependant 70% des rats ayant survécu a la toxlaitéisplatine ont survécu a long
terme (a comparer aux 33% ayant recu 3ug). La cdrat®n de platine dans la
tumeur est donc un facteur primordial pour la réaeste la thérapie mais elle demeure
limitée a cause de la toxicité.

- I'énergie du rayonnement joue également un rOle omanmt. Bien qu’aucune
différence significative en terme de survie n'a étiservée entre des énergies se
situant juste en-dessous ou juste au-dessus duy&-@d platine ; une irradiation a
40keV et une irradiation réalisée sur un irradiat@édical de 6MV ont montré une
diminution de la médiane de survie.

- Les doses ayant montré les meilleurs résultateremet de survie sont 15 et 20Gy. La
tolérance des tissus sains doit cependant étre gnigonsidération.

En conclusion de ces expériences, on retiendrdegpeotocole le plus porteur en terme de
survie est une injection de 3ug de cisplatine et imadiation avec une dose de 15Gy et une
energie proche du K-edge du platine. Nous nous ssrsarvis de ces constatations lors de

I’élaboration du protocole que nous utilisons daose travail de thése.

Enfin les expérimentations menées par Marie-Claid®on ont également permis de vérifier
la localisation du cisplatine a l'aide de la métho8R-XRF. Vingt-quatre heures aprés
I'injection, la molécule se situe bien au niveaulaeone d’intérét. Aucune diffusion dans

I’'némisphére controlatéral n'a été observée.

Les travaux de Marie-Claude Biston ont montré ledleurs résultats en terme de survie pour

le modéle F98. Un grand nombre de parametresagiltss de la réalisation du présent travail
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de thése se basent sur les études brievementedéprécédemment. Bien que I'espece que
nous utilisons (souris nude) soit différente, ndiscuterons en détail et comparerons notre

étude avec celle-ci dans le chapitre 7.

3.6.4.3Thése de Julia Rousseau (thése soutenue en 2007)

Ce travail de these s’est penché dans un prenmgrstesur I'optimisation de la CED comme
méthode d'injection de la drogue chimiothérapewdiquCependant, nous ne présenterons
brievement ici que les conclusions des essais ipigabs réalisés sur rats CD-Fisher
implantés avec le gliome F§82

Plusieurs agents chimiothérapeutiques dont le atisggl et le carboplatine ont été testés. Le
réle de I'énergie du rayonnement a également é@iréc Il apparait que le traitement
combiné (drogue + irradiation) présente une efftéaidentique, gu'il soit réalisé avec une
énergie se trouvant juste au dessus du K-edge diinglou avec de hautes énergies
(rayonnement délivré par un irradiateur médical §MBans les conclusions de ce travail,
I'efficacité du traitement complet semble étre ié#rment corrélé a lefficacité de la
chimiothérapie seule.

Il est également important de noter que le moderadiiation fractionnée ainsi que
I'utilisation de pompes osmotiques pour délivrer deogues ont été testés dans ce travail.
Cependant, 'une des questions restées en susperaick la caractérisation de la nature des
effets de la PAT-Plat : additifs ou synergétiques ?

Nous discuterons plus tard de certains de cestaésuparfois contradictoires avec ceux des
études réalisées par Marie-Claude Biston. Une coaigman avec les résultats de notre étude

sera également entreprise, notamment sur le rdke demiothérapie.

3.7 Conclusions

D’essais menésn vitro, la PAT-Plat a rapidement donné lieu a de nombreasais
précliniques en vue de mieux cerner le role dadkothérapie, de la chimiothérapie ainsi que
de la combinaison des deux modalités. Des travauxegalement été menés avec d'autres
éléments lourds tel que le ploffib™® ou sur la radiosensibilité de certaines lignées
cellulaires®.
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Une partie de ce travail de thése s’inscrit darite aentinuité. Aprés avoir caractérisé les

effets de la PAT-Plat en terme de survie, il apjparacessaire de mieux appréhender ses
effets biologiques, notamment en termes de rakarient de la croissance tumorale et
d’effets sur la vascularisation. L'un des outils laieux adaptés pour ce type d’étude est la

microscopie intravitale que nous allons décriresdarchapitre suivant.
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Chapitre 4
Microscopies

Certaines parties de ce chapitre ont été publiémss da « New Encyclopedia of
Neuroscience » sous la référendavo-Photon Imaging ; Clément Ricard, Jonathan Ale€o
Raphaél Serduc, Boudewijn van der Sanden, PascatanV & Jean-Claude Vial; New

Encyclopedia of Neuroscience ; Elsevier ; 2008.

Afin d’étudier au mieux les effets de thérapiesi-aahcéreuses sur les différents
modeles animaux, il est nécessaire d'utiliser uredhode d’imagerie dont les résolutions
spatiales et temporelles sont optimales. L'étudeattets de la PAT-Plat au niveau des tissus
et de la vascularisation cérébrale requiert unehoa&t d'imagerie donnant acces a des
informations a I'échelle (sub)cellulaire en un lages temps trés court (de l'ordre de la
seconde). La microscopie apparait comme la métlaoples adaptée a cette étude.

Dans ce chapitre, nous verrons comment la micrasc@ggvolué au cours des siecles et a
permis de mieux cerner le vivant d’'un point de werphologique et fonctionnel. Dans un
second temps, nous verrons quelles sont les dit&seechniques développées au cours du
siecle dernier, leur fonctionnement, leur utilieatiainsi que leurs applications en biologie.
Finalement, nous discuterons des nouvelles méthopiggues ayant émergé au cours des
années 1990, notamment la microscopie biphotonmuiea ouvert la voie a une toute

nouvelle facon d’étudier le vivant a une échellébjsellulaire.
4.1 Aux origines de la microscopie

4.1.1 Des premieres lentilles au microscope.

Ethymologiquement, le mot « microscope » vient dacg« mikros » qui signifie petit et
« skopein » qui signifie observer. Un microscop¢ @3nc un «instrument permettant

d’observer ce qui est petit ».
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Il est assez difficile de dater précisément I'inkem du microscope et donc de la microscopie.
Les premieres traces de I'existence d’une lentdlmontent a -700, une lentille plan convexe
ayant été découverte lors de fouilles dans lesesuile Ninive (Assyrie ; nord de I'lraq
aujourd’hui).

Au cours de l'Antiquité, on retrouve plusieurs réféces sur l'existence de lentilles.
Aristophane mentionne les « sphéres ardentes » sfarEéce «les Nuées » en -423. La
lentille y est alors décrite comme un « verre axfe8énéque le jeune (-3 — 65) décrit I'effet
grossissant d’'un globe de verre rempli d’eau.

La premiere utilisation d’'une lentille pour corriga vue est rapportée par Pline I'’Ancien (23
— 79) qui décrit 'empereur Néron utilisant unetiée d’émeraude pour observer les combats
de gladiateurs (vraisemblablement pour corrigerragepie).

Au cours des 10 siécles suivants, peu de dévelopmsnou de découvertes sont rapportés
avant que le mathématicien arabe Alhazen (965 -8)108 publie le premier traité d’optique
qui décrit entre autres le pouvoir grossissantieielles. Son ouvrage ne sera traduit en latin
gu’en 1270 et inspirera de nombreux scientifiques.

A la fin du XI11°™siécle, 'anglais Roger Bacon propose I'utilisatite lentilles pour corriger
les défauts de I'ceil. Bien que la paternité deeciettention demeure encore controversée, des
portraits des cardinaux Nicolas de Rouen et Hugled’rovence peints par Thomas de

Modéne en 1352 attestent de son existence.

4.1.2 Les premiers microscopes.

La question de l'inventeur du microscope est encoree jour débattue. Il faut en effet
différentier deux types de microscope :

- le microscope simple constitué d’'une lentille uigla mise au point se fait par un
déplacement de la lentille entre I'ceil et I'objet.

- le microscope composé constitué de plusieurs lesitiLa premiére est nommeée
I'objectif et sert a grossir I'objet, la secondenmée I'oculaire sert a grossir I'image
de I'objet.

Beaucoup considerent que Hans et Zacharias Jamssenppticiens néerlandais, fabriquerent
le premier microscope composé aux alentours de.lBg@dant prés d'un demi siecle,
l'invention ne recu que peu d'attention avant qaedlais Robert Hooke (1635 — 1703) ne
commence a réaliser de nombreuses observatiorsublia Micrographia en 1664, un
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ouvrage présentant des descriptions ainsi quedesnas de ses observations. Hooke utilisa
principalement un microscope composé, cependairidiqua qu’un microscope simple
pourrait permettre d’obtenir un grossissement physortant.

Le néerlandais Antoni van Leeuwenhoek (1632 — 1788piré par les travaux de Hooke, est
considéré comme I'un des fondateurs de la microscappliqguée a la biologie. Il construisit
pres de 400 microscopes dont certains avaient assigsement de 275x et une résolution de
1,4um. La grande majorité de ses instruments étdemicroscopes simples (Figure 4.1). Il
réalisa de nombreuses observations d’animalcult#g@mnimaux que I'on ne peut voir qu'a
I'aide d’'un microscope), décrivit certains protozesa, découvrit les spermatozoides et fut un
adversaire de la théorie de la génération spontddédui doit également la description des

globules dans le sang ainsi que de nombreusesvaltises d’insectes.

objectif mise au point

vis de déplacement
L de l'objet

oculaire
Microscope de Janssen Microscope de Leeuwenhoek
(début du XVIIeme siécle) (fin du XVlleme siécle)

Milieu du XVIlIeMe siécle) Microscope Zeiss (1880)

Figure 4.1 : Evolution des microscopes entre 1600 £380.

On notera le microscope simple de Leeuwenhoek ceéngmne seule lentille ainsi que le microscope
composé de Janssen composé d'un oculaire et djectibb Au cours du XVIE™ siécle, le
microscope devient un objet d’art. A la fin du XTX siécle, Carl Zeiss commence a produire des
microscopes a grande échelle (imageswv.wikipedia.con).
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4.1.3 La naissance de I'histologie.

Le développement de la microscopie a égalementipdadenement de nouvelles sciences et
'ouverture d’immenses perspectives dans la comgm&bn du fonctionnement des
organismes. L’anatomie microscopique mieux connoessle nom d’histologie fut
développée par Marcello Malpighi (1628 — 1694) decrivit la structure de nombreux
organes et apporta la réponse a un grand problégsiopogique. L'année de la naissance de
Malpighi, William Harvey (1578 — 1657) rendit pulplie sa théorie sur la circulation
sanguine. Cependant, il n'avait pas pu expliquenroent le sang passait des artéres aux
veines. En étudiant le poumon a I'aide d’'un micops; Malpighi découvrit les capillaires en

1661 permettant ainsi de compléter les travaux ateéy.

4.1.4 Vers la théorie cellulaire.

La microscopie ne connait que peu de développensntsours du XVllleme siécle, les
microscopes sont souvent considérés comme dess abgt (Figure 4.1) et la microscopie
comme une activité de salon. Pour le confort dbskwvation, quelques améliorations sont
apportées au niveau de la mécanigue mais la quiditdmage reste limitée notamment a
cause des aberrations chromatiques des microscopgmsés. Le microscope simple reste le
plus apprécié par les observateurs.

Au début du XIXeme siecle, de nombreux physiciarls ue Brewster, Amici et Barlow
s’intéressent au probleme. On met alors au poiptdeier objectif achromatique.

La cellule déja signalée par Hooke est préciséePpakinje en 1825. 6 années plus tard,
Brown?* découvre le noyau. Cependant la théorie cellulaiapparait qu’en 1838. Elle est
introduite par Matthias Jakob Schleiden et Thed8dnwann qui en donnérent le premier
axiome : «la cellule est I'unité constitutive desyanismes vivants ». Le second axiome
« toute cellule provient d’'une autre cellule » s&mancé par Virchow en 1855.

En 1847, Amici met au point le microscope a imnmrsEn paralléle, la microscopie permet
de faire progresser la bactériologie et la parkgte. Hansen découvre les bacilles de la lepre
en 1874, Koch ceux de la tuberculose en 1882 etityeeux de la peste en 1894. En 1880,

24 On doit également & Brown, le terme mouvement Biemw
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c’est Laveran qui découvre le parasite respongdiblgaludisme. Cette découverte lui vaudra
en 1907 d’étre le premier francais a obtenir l& plobel de médecine.

Le XIXeme siecle aura apporté de nombreuses ama#bos dans le domaine de la
microscopie, aussi bien au niveau des lentilles daes I'optimisation de I'éclairage. Le
condenseur mis au point par Abbe en 1872 en egauait exemple. L’ensemble de ces
améliorations a permis d’affiner les observatioissatogiques.

4.1.5 Les descriptions des cellules du systeme nerveux

L’'un des plus gros « challenge » en histologie t@sa obtenir un bon contraste afin de
permettre une observation plus approfondie deststies d’intérét. C'est pour cela que de
nombreuses techniques de coloration ont été migepomt. La description précise des
différentes cellules constituant le systéme nerveiax été possible que par la découverte
d’'une technique d’imprégnation des tissus nerveax Ptalien Camillo Golgi. Cette
technique, mieux connue de nos jours sous le noooldeation de Golgi, résulte en un dépot
noir sur le soma, I'axone et les dendrites desarexs et permet d’obtenir des images avec un
excellent contraste (Figure 4.2).

L’espagnol Ramon y Cafdl, utilisant la méthode mise au point par Golgi, tdthiypothése
que le systeme nerveux était composé de milliaedsalirones communiquant entre eux par
des jonctions spécialisées nommées synapde=s deux hommes s’opposérent sur ce dernier
point, Golgi soutenant que les neurones formaianeticulum de cellules interconnectées. lls

partagerent le prix Nobel de médecine en 1906.

Figure 4.2 : Représentation Schématique de 'hipp@mnpe par Camillo Golgi (A) et Ramon
Cajal (B). (Images www.wikipedia.con)

%5 La paternité du terme synapse est attribué & &hadott Sherrington en 1897.

105



Chapitre 4 : Microscopies

4.1.6 La microscopie de fluorescence et la microscopiesgékronique.

On considére qgu'un microscope a une résolution mabe théorique qui est
approximativement la moitié de la longueur d’ondela source de rayonnement (d’apres le
critere de Rayleigh). Si I'on considére que la leraivisible a une longueur d’'onde moyenne
de 550nm, le pouvoir de résolution d’'un microscagse alors limité a 0,275um. Afin
d’augmenter la résolution, Kéhler met au point €04l le premier microscope avec un
éclairage dans [l'ultraviolet. La résolution n’esaspaméliorée mais certains éléments
subcellulaires absorbant differemment le rayonnéroela conduisit au développement de la
microscopie de fluorescence de maniere directe988 par Reichert puis par l'utilisation de
fluorochromes, 3 ans plus tard, par Haittinger.

Cependant tous les objets ne sont pas visiblesiemmsunopie optique, notamment s'’ils ne
présentent pas de variation d’absorption ou dexiefh, on les appelle des objets de phase.
La microscopie de contraste de phase mise au painErederik Zernik8 en 1933 a permis
I'observation de cellules en cultures sans l'aide tdchniques de coloration. On notera
également la mise au point de la microscopie iéterttielle dans les années 1950 par
Georges Nomarski.

Malgré ces nombreux développements, la limite dsoloéion définie par Rayleigh ne
pouvant étre dépassée, un nouveau type de micliesadpaute résolution n’utilisant pas la
lumiére vit le jour : la microscopie électroniquéélectron fut découvert en 1897 par Joseph
John Thomson. En 1922, Louis de Broglie mit en &vig que I'on pouvait associer une onde
a un électron en déplacement, tout comme a la hemléa longueur d’onde d’'un faisceau
d’électrons étant beaucoup moins élevée que potaisceau de lumiére visible, la résolution
s’en trouve augmentée. Ernst RuEl@nstruisit le premier microscope électroniquel@out
des années 1930 qui arrivait a une résolution aen6@®u fil des années, la technique fut
perfectionnée pour atteindre une résolution dendyque I'on retrouve assez couramment

dans la plupart des microscopes électroniques alijau.

4.1.7 Une explosion de nouvelles méthodes de microscopie.

Les cinquante derniéres années virent I'appariion grand nombre de nouvelles techniques

telles que la microscopie a effet tunnel ou entaraicroscopie de force atomique permettant

%I recu le prix Nobel de physique en 1953 pounMéntion du microscope & contraste de phase.
" Ernst Ruska recu le prix Nobel de physique en 1986
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d’observer la surface d’'objets a I'échelle de Ifato La microscopie de fluorescence s’est
également imposée comme une méthode de choix es@plplications biologiques. Il est en
effet possible a I'aide de méthodes immunochimigilesnarquer spécifiquement certaines
molécules a I'aide d’anticorps couplés avec desrfiphores. En excitant ces fluorophores a
la bonne longueur d’onde, on obtient des images avemeilleur contraste. Cependant, la
microscopie de fluorescence ne permet pas les stoations tridimensionnelles et les
images obtenues sont souvent entourées d'un halo glovenant du fait que la zone
d’excitation se situe au niveau du plan focal naissi dans deux cones situés de part a
d’autre. Afin de solutionner ce probleme, Marvinngky breveta en 1957 un nouveau
systeme permettant de s’affranchir de la fluoreseeparasite provenant des 2 coénes
d’excitation : la microscopie confocale était née.développement des lasers comme source
d’excitation permit 'expansion de cette méthodecaurs des années 1980.

Malgré tous ces avantages, la microscopie confomlgermet pas de descendre a de grandes
profondeurs dans les tissus (200pm au maximum danserveau). Cette frontiere fut
repoussée en 1990 par Denk, Strickler et Weébhui développérent la microscopie
biphotonigue en se basant sur la théorie dabsorpth deux photons démontrée
théoriquement par Maria Goeppert en I93En lI'espace d'une quinzaine d'années cette
nouvelle méthode s’est imposée comme une référatmes I'étude de phénomenes

biologiques d’un point de vue morphologique et pblpgique, aussi biem vivo qu’ex vivo

4.2 Quelques notions d’'optique.

4.2.1 Nature de la lumiere

Afin de mieux comprendre le fonctionnement d’'un moscope, il est fondamental de bien
cerner les propriétés de la lumiére.

La question de la nature de la lumiere a longuerégntiébattue au cours des siecles, Elle a
tout d’abord été décrite comme un flux s’écoulamissforme de ligne droites : les rayons.
Cette description que l'on doit a Kepler (1571 -306 a donné naissance a l'optique
géomeétrique. La lumiére obéit alors aux grandesdeila géométrie et son interaction avec la
matiere est définie par I'indice de réfraction Bien que parfaitement utilisable pour la

réalisation d’'instruments optiques tel que le nscape, cette théorie n'apporte cependant
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gue peu de renseignements sur la nature de lareniia@ couleur notamment reste sans

explications.

La nature de la lumiére resta inexpliguée pendanindmbreux siécles. Toutefois, deux
théories s’affrontaient. Newton (1643 - 1727) élingpothése que la lumiére était composée
de particules. De son coté, Euler (1707 - 1788¢kexivait comme une onde se propageant en
ligne droite. Les deux théories s’étofferent aursodes siécles sans que I'on ne puisse
trancher. Au début du XX*° siécle la lumiére était donc, décrite soit comnme wnde
électromagnétique, soit comme un flux de particules

Ce n'est qu’en 1927 que Niels Bohr décrivit la lansi comme étant a la fois une onde et une
particule (le photon prédit par Einstein). La théajuantique réunifia les deux précédentes :

le photon posséde une onde associée.

4.2.2 Propriétés de la lumiere

4.2.2.1Propriétés ondulatoires

La lumiere possede les caractéristiques d’'une élm#romagnétique avec en particulier, un
champ électrique perpendiculaire a l'axe de propagaet au champ magnétique.
L’amplitude des 2 champs varie comme une sinus@dedécrit 3 propriétés majeures a cette
onde :
- une longueur d’onde notée représentée par la distance entre 2 points deuebe
ayant la méme phase.
- une vitesse de propagation notée(célérité) dans le vide. C’est une constante
universelle dont la valeur est de 2,99.6r0s".
- une polarisation qui correspond a I'évolution deileection du champ électrique au

cours de la propagation de I'onde.

4.2.2.2Spectre de la lumiére

Comme nous avons pu le voir précédemment, en talnde, la lumiére possede une

longueur d’ondé associée.
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De méme, si I'on considére la lumiere comme unéquae, elle posséde une énergie donnée
par la formule suivanteE = h . vou E est I'énergie en Joulek,est la constante de Planck
(6,6.10°* J.s) ety est la fréquence de I'onde associée énLs fréquence étant reliée a la
longueur d’ondé par la formulesr=c/ 4 ; on obtient alor& =h .(c/A).

Chaque longueur d’onde est donc associée a ungi€nktus la longueur d’onde est faible,
plus son énergie sera élevée. Un faisceau de ra§awsc une longueur d'onde de 140n
sera beaucoup plus énergétique qu’un faisceaundiére verte ayant une longueur d’onde de
0,52.10° m.

La microscopie s’intéresse essentiellement auxueags d’ondes du spectre de la lumiere
visible comprises entre le proche UV (300 nm) girteche infrarouge (900 nm) (Figure 4.3).
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Figure 4.3 : Spectre électromagnétique.

On note que la lumiére visible ne représente qupetie partie du spectre électromagnétique.
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4.2.2 3Interaction avec la matiére

L’interaction de la lumiere avec la matiére se uragrincipalement par une grandeur :
I'indice de réfraction, noté. Il est valable pour une longueur d’'onde donnéseetalcule
selon la formule suivanten(A) = ¢ / v(1) avec c la célérité, etla vitesse de déplacement du
faisceau dans le milieu. L'indice de réfraction &satjours supérieur ou égal a 1. Il est par
exemple égal a 1,33 dans l'eau.

La connaissance de cette valeur est trés importante prédire le trajet d’'un faisceau
lorsqu’il passe d’'un milieu d’'indice n1 a un milidlindice n2. Le faisceau est alors dévié au
niveau du dioptre (limite entre les 2 milieux d’ice différents). L'angle de déviation peut
étre calculé au moyen de la formule suivami# sin(il) = n2sin(i2). Avecil, I'angle entre le
faisceau incident et la perpendiculaire au dioptrie, I'angle entre le faisceau réfracté et la
perpendiculaire au dioptfé

4.2.2 Ainterférences et diffraction

Chaque onde posséde une phase, le champ élealgqeette onde est a son maximum a un
endroit et a un moment donné. Lorsque deux ondesuperposent et sont de phases
identiques, leurs amplitudes vont pouvoir s’additier pour créer une seule et méme onde.
On appelle interférence constructive lorsque dewdes, de phases identiques, s’additionnent
pour donner une onde avec une amplitude plus él&geappelle interférence destructive
lorsque deux ondes en opposition de phase ('unenagimale quand l'autre est minimale)
s’additionnent pour donner une onde résultante plignde plus faible, voire nulle (Figure
4.4A).

Si I'on fait passer un faisceau lumineux par ungdeale petite taille et que I'on place un écran
en sortie, on n'observera pas un simple trait l@minde la méme taille que la fente mais une
alternance de franges claires et sombres. Ce plameorast appelé diffraction et peut
s’expliquer par le fait que la lumiere est re-énpae un grand nombre de « petites sources »
au niveau de la fente. Chaque onde re-émise posseeephase différente entrainant
I'apparition d’'interférences constructives et destives formant cette image d’alternance de

franges claires et sombres baptisée figure deadiffin (Figure 4.4B).
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Champ Champ
électrique E Longueur d’onde électrique E Longueur d’onde

/ANEVAN ANEVAN
\/ N
AN

Direction de
propagation
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VARY,

A Interférence constructive Interférence destructive

. <

Fente Figure

Faisceau de Diffraction

B Ecran

Figure 4.4 : Interférences et phénomene de difframin.
A. Schématisation d’interférences constructivedestructives de deux ondes. B. Mise en évidence du
phénomeéne de diffraction d’un faisceau laser passatravers d’une fente.

4.2.3 Les lentilles

Les lentilles sont a la base de tout instrumenptijoe. On distingue deux grands types de
lentilles : les lentilles convergentes et les legidivergentes. Dans le cadre de I'étude d’un
microscope nous nous intéresserons essentielleawententilles convergentes (Figure 4.5)
qui permettent de focaliser un faisceau parall@leigeau d’'un point appelé point focal F'.
On nomme distance focale la distance entre le eel@ra lentille (0) et le point focal F'. On
définit également le plan objet et le plan imagdreavant respectivement de part et d’autre

de la lentille.
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Si I'on considere un objet AB se trouvant danslenmbjet, on observera son image A'B’
inversée et grossie dans le plan image, le gresamst étant fonction de la distance focale de
la lentille. La construction de I'image de I'objeB répond aux deux regles suivantes :
- les rayons paralléles a I'axe optique (la droitgppediculaire a la lentille passant par
son centre 0) coupent celui-ci au niveau du paioalfF'.
- les rayons passant par le centre 0 de la lentligomt pas déviés.
L’'image A’'B’ comprend en réalité des défauts quamlhomme également aberrations. On en
note deux grands types :
- les aberrations chromatiques : lorsque le faisa&dairant I'objet est composé de
rayons de longueurs d’onde différentes. Les diffta® longueurs d’onde ne sont pas
focalisées au méme point. L'ajout de plusieursillestpermet de corriger ces défauts.

- les aberrations liées a la sphéricité de la lentill

Lentille
A

|
|
O\F’ A
: Axe optique

Distance focale

Figure 4.5 : Principe optigue d’'une lentille convegente.

4.3 Microscopie a fond clair

La microscopie a fond clair est la forme la plysardue de microscopie dans les laboratoires.
Elle est basée sur la transmission d’'une lumiéamdble au travers de I'échantillon. Bien
gu’offrant un faible contraste, de nombreuses etions, notamment histologiques, en font

un outil privilégié pour de nombreuses applicatiaassi bien en biologie qu’en médecine.
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oculaire

objectif

vis de mise et diaphragme
au point Phee

source lumineuse

Figure 4.6 : Anatomie d’'un microscope a fond clair.
Sur ce schéma, la source lumineuse est reflétéenpaniroir qui pourrait étre remplacé par une lampe
de type halogene afin d’obtenir un éclairage plhundgéne.
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Figure 4.7 : Diagramme optigue simplifié d’'un micrascope.

4.3.1 Anatomie et principe optique d’'un microscope

Un microscope classique est composé de différé@msedts (Figure 4.6), en suivant le trajet
optique, on trouve :

- une source lumineuse : a l'origine la lumiere durj@tait utilisée et déviée vers

I'échantillon a l'aide d'un miroir. Les microscopexctuels utilisent des sources

beaucoup plus homogeénes tels que les halogénes.
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- un condenseur, permettant de focaliser I'éclaisagd’échantillon.

- une platine sur laquelle I'échantillon est dépd3étte platine peut étre motorisée et
reliee a un systeme de déplacement automatisé fianinel’acquérir des séries
d’'images de champs d’observation contigus.

- un obijectif qui est I'élément central d’'un micropeo Bien que composé de plusieurs
lentilles afin de corriger les différentes abeoas, il est possible dans un souci de
simplification de le représenter comme une unicumille possédant un fort pouvoir
grossissant. Nous détaillerons les différentes cténatiques des objectifs dans le
paragraphe suivant.

- un oculaire permettant de grandir I'image fournar pobjectif et d’augmenter le
confort de l'utilisateur en fournissant une imaga kinfini » (les rayons arrivent
paralleles comme si ils venaient de tres loin) éeessitant pas d’accommodation de
I'ceil.

De facon simplifiée, un microscope peut étre regrtss sous la forme de deux lentilles
convergentes (Figure 4.7). La premiére, I'objeddrt & apporter une image A'B’ grossie de

I'objet AB. La seconde, I'oculaire, donne une imagéuelle A”’B” agrandie de A'B’.

4.3.2 Caractéristiques d’un objectif

Chaque objectif est caractérisé par son pouvoisgigeant. Il est défini par le rapport du
diametre apparent de I'image a celui de I'objetents a I'ceil nu a une distance de 25cm. De
maniere générale on trouve des objectifs dontdeggssement varie de 2x a 100x.

La seconde grandeur caractéristique d’'un objestifsen ouverture numérique notée NA
(Numerical Aperture) qui varie entre 0,2 et 1,4vant les objectifs. L'ouverture numérique
est définie par la formule suivante : NAng sin(ip) ou ng est l'indice de réfraction du milieu
d’observation efp I'angle entre I'axe optique et le rayon le plusa€ de I'axe optique
rentrant dans la lentille. Plus 'ouverture numaedast €levee, plus la résolution sera élevée.
On distingue également deux grandes familles daiige: les objectifs a air et les objectifs a
immersion.

Une gouttelette d’huile ou d’eau (suivant les caastiques de l'objectif) permet de
maintenir un indice plus homogéne entre I'échanntikt I'objectif. La qualité de I'image s’en

trouve améliorée notamment pour des objets obseavémt grossissement (Figure 4.8).
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Enfin, les lentilles d’'un objectif peuvent égalemétre optimisées pour linfrarouge par

exemple a I'aide de revétements (coating) spéciaux.

Grossissement

Immersion a eau Ouverture numérique

Figure 4.8 : Caractéristiques d’un objectif.

4.3.3 Résolution

Le grossissement de 'objectif et la résolutiontsteux paramétres bien différenciés. En effet
un objectif de 100x peut avoir une moins bonne lotem qu’un objectif de 60x. La
résolution est la valeur en dessous de laquekstilimpossible de discriminer deux points
distincts. Si I'on considere la lumiere comme umele et si I'on considere I'objet observé
comme un ensemble de points lumineux, chaque fumme une figure de diffraction dans le
plan image baptisé disque d’Airy. Si deux figuresdiffraction de deux points distincts se
superposent trop, I'image ne sera pas résolue rgigd). On calcule la résolutich en
utilisant la formule suivanted = 0,611/ NA. Elle dépend a la fois de la longueur d’'ontle e

de I'ouverture numérique.

disque d’Airy

/—/%
. 00 (@
L.

LS

Points résolus Points non résolus

Figure 4.9 : Limite de résolution entre deux points
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4.4 Microscopie a fluorescence

La microscopie a fluorescence utilise un type detreste différent de la microscopie a fond
clair. La structure d’'intérét est marquée a l'aitlene sonde fluorescente. La lumiere émise
provient donc uniqguement de cette structure ewldraste est grandement amélioré car le

reste de I'échantillon apparait en A6ir
4.4.1 Principe de la fluorescence

Lorsqu’'une molécule fluorescente est excitée parphoton de longueur d’ondg; et
d’énergie suffisante;el’énergie de ce photon est absorbé par un élegéoiphérique qui va
passer d’'une orbitale basse (état fondamentalpaotitale haute (état excité). L'électron va
ensuite se désexciter et revenir a son état fonalaen émettant un photon d'énergjeece

de longueur d'ondé\,. La longueur d'onde d’excitation; est inférieure a celle)q)
d’émission ; I'énergie £du photon d’excitation est plus élevée que I'éeery du photon
emis. Un fluorophore tel que la rhodamine seratéxzar de la lumiere verte et émettra de la
lumiére rouge. On appelle ce phénomene le décaladgockes (Figure 4.10, 4.11). La perte

d’énergie est due aux états vibrationnels et notanira la perte de chaleur dans le milieu.

e1 >e2 f.\f\‘)
hv, )\1 <)\2 y

orbitale basse orbitale basse

orbitale haute orbitale haute

Figure 4.10 : Principe de la fluorescence.

Chaque molécule fluorescente posséde des proppéd@ses et ne pourra étre excitée que

dans une certaine gamme de longueurs d’onde. Deenfgfluorescence émise n’‘aura lieue
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gue dans une gamme spectrale bien précise. Onitdéfinc pour chaque fluorophore un
spectre d’excitation et un spectre d’émission. Afexprésenter un maximum d’intérét pour
une application en microscopie de fluorescencemialécule doit présenter des pics
d’excitation et d’émission bien distincts ainsi g’ minimum d’overlap entre les deux
spectres (Figure 4.11 ; Table 4.1).

Figure 4.11 : Spectres d’excitation et d’émission’dn fluorophore.

Fluorophore Longueur d’'onde Longueur d’'onde

d’excitation (en nm) d’émission (en nm)
Hoechst 33342 355 465
DAPI 372 456
FITC 490 520
Acridine orange 490 590
Rhodamine 123 510 534
Rhodamine 6G 530 590
lodure de propidium 530 615
TRITC 572

Table 4.1 : Caractéristiques spectrales de quelguéisiorophores.

4.4.2 Anatomie d’un microscope a fluorescence.

De maniéere générale, les microscopes a fluorescmteégalement équipés pour faire de la
microscopie a fond clair et ils possedent certageditudes avec ces derniers.

Si I'on s’intéresse aux différents éléments trouves le trajet optique, nous allons

rencontrer une source lumineuse (généralement ampe a mercure) qui va posséder

différents pics caractéristiques a des longueundkodonnées. Un premier filtre va ensuite
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sélectionner une longueur d’ontleprécise afin d’obtenir un faisceau monochromatidie
faisceau va étre réfléchi sur un miroir dichroiquair étre dirigé vers l'objectif qui va le
focaliser sur I'échantillon. Les fluorophores vahbrs étre excités et émettre des photons de
fluorescence de longueur d’onéle L’'objectif va collecter les photons de fluorescer{on
parle alors dans ce cas la d’épicollection en aifipasa transmission car la source de lumiére
et 'observateur ne sont pas situés de part etrd@ale I'échantillon). Le faisceau va ensuite
traverser le miroir dichroique puis un second dilafin de sélectionner uniquement les

longueurs d’onde émises suite a I'excitation doriyphore (Figure 4.12).

a
e I~ I A JTI
IV | UV
Lampe a
] . = vapeur de
echantillon ~ & mercure
b
g |
- |
[
&8
3 Dichroic 5 1 3
Q49507 3 - Lampe a
; g vapeur de
€8 mercure

2 Exciter
HO470/40x

Percant

[
& fnmi

Figure 4.12 : Représentation simplifiée d’'un microsope a fluorescence.

A. Profil complet du microscope. B. Schématisationcoin de cube contenant le miroir dichroique et
les filtres (leurs caractéristiques sont indiqguaasdles spectres de transmission a gauche : re. filt
coupant linfrarouge ; 2. filtre de sélection de llengueur d’onde d’excitatiork; ; 3. miroir
dichroique ; 4. filtre de sélection de la longudiande de fluorescende. Modifié d’apres®.

Comme nous venons de le constater, les élémentrsagrrdu dispositif sont les filtres ainsi
gue le miroir dichroique. On retrouve en général@éments installés sur un cube, lui-méme
positionné sur une plate forme pivotante afin diavaccés a plusieurs configurations

différentes sur le méme microscope.
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Si I'on s'intéresse aux différentes caractéristgjule ces éléments, on distingue plusieurs
catégories de filtres :

- les filtres passe-haut qui ne laissent passerepibhgueurs d’onde supérieures a une
longueur d’onde de coupure.

- les filtres passe-bas qui ne laissent passer guengueurs d’'ondes inférieures a une
longueur d’onde de coupure.

- les filtres passe-bande qui ne laissent passeleguengueurs d’onde comprises entre
deux valeurs limites. Un filtre HQ 620/60 par exdenpe laissera passer que les
longueurs d’onde comprises entre 590 et 650 nm.

Le miroir dichroiqgue posséde une longueur d’ondecdapure. Les longueurs d’onde

inférieures a cette valeur seront reflétées, legueurs d’'ondes supérieures seront transmises.

4.4.3 Méthodes de coloration

Il existe plusieurs maniéres d’obtenir un signalneisroscopie a fluorescence : I'utilisation
des propriétés d'endofluorescence de certaines cule [I'utilisation de colorants
fluorescents qui vont se fixer sur des moléculésté’ét, la transgénese et 'immunochimie.
L’endofluorescence est peu utilisée en microsca@piuorescence classicfie nous nous
attarderons donc par la suite sur les trois pralegp méthodes de coloration les plus

répandues dans les laboratoires.

4.4.3.1Colorants fluorescents

Leur utilisation est trés répandue, notamment peunarquage de '’ADN. Le DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole), le Hoechst 33342 (bisbende) et I'iodure de propidium sont
les plus représentatifs et permettent de marquemolgau des cellules. En utilisant les
propriétés de ces colorants qui ne fluorescentsjleesont fixés a 'ADN, Dunret al. ont
proposé une méthode de quantification de la mdiilage dans le reif¥®. Le Hoechst 33342

se fixe dans le noyau de toutes les cellules et @mefluorescence dans le bleu. L’iodure de
propidium se fixe uniquement sur 'ADN de celluldsnt la membrane est perméabilisée (la
cellule est donc morte) en émettant alors une désm@nce dans le rouge. Par une méthode

d’'imagerie différentielle, il est alors possible @@naitre la proportion de cellules vivantes.

%8 Nous verrons par la suite que les propriétés d@itmdrescence peuvent avoir un grand intérét emasiopie
biphotonique.
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D’autres colorants permettent de marquer d’autirestsires cellulaires comme la rhodamine
6G ou la rhodamine 123 qui colorent les mitochaegffi '

4.4.3.2Transgenese

La GFP (Green Fluorescent Protein) est une protitraite de la médugkequorea victoria
ayant la propriété d’émettre une fluorescence déeco verte. Si I'on combine le géne codant
pour cette protéine avec le promoteur de la pretme I'on souhaite étudier, il est possible
d’obtenir des cellules ou des animaux transgénigqoessédant la protéine de fusion
fluorescente. On peut alors étudiarvivo le comportement de cette protéine au cours du
temps ou dans des conditions pathophysiologiques.

Il existe d’autres protéines fluorescentes pouv@ne utilisées telles que la CFP (Cyan

Fluorescent Protein), la YFP (Yellow Fluorescerdt&in) ou encore les Coral Reef Proteins.

4.4.3.3Immunochimie

L'immunochimié® peut porter deux noms différents en fonction dsttacture étudiée. Si
I'on travaille uniquement sur cellules isoléestéeme immunocytochimie sera préféré ; si
I'on travaille sur des coupes d’organes ou de s$isen utilisera le terme immunohistochimie.
Les protocoles de marquage restent semblables Eewlature de I'échantillon étudié est a
I'origine de la différence d’appellation.
Cette méthode de coloration consiste & marquemahécule d’intérét a I'aide d’anticorps qui
lui sont spécifiques puis de détecter le premieicarps (dit primaire) a I'aide d’'un second
anticorps marqué par un fluorophStel'anticorps secondaire, polyclonal, sert égaletréen
amplifier le signal.
De maniéere générale, un immunomarquage est réalisg le protocole suivant :

- fixation de I'échantillon (paraformaldehyde, ...).

- permeéabilisation des membranes (si la structurarguer est intracellulaire).

- saturation des sites, afin d’obtenir par la suite marquage avec une meilleure

spécificité.
- incubation avec l'anticorps primaire qui va se fixde facon spécifique sur son

antigene.

9| est également possible de coupler 'anticogmosdaire a d’autres molécules qui pourront permetie
observation par microscopie a fond clair.
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incubation avec l'anticorps secondaire couplé afluarophore. Cet anticorps est
spécifique du premier et permet également une éogtion du signal.
montage avec un liquide contenant le plus souventalorant fluorescent tel que le

Hoechst 33342 afin de marquer également les nogasixellules.

Entre chaque étape, plusieurs lavages successifeftent de diminuer le bruit de fond et

donc d’obtenir un meilleur contraste (Figure 4.13).

Fluorophore . .
<+«———— Anticorps secondaire

+———— Anticorps primaire

Antigéne

Figure 4.13 : Principe de base de l'immunochimiel’antigéne est la structure reconnue par

I'anticorps.

4.4.4 Avantages et Inconvénients

La microscopie a fluorescence permet d’obteniridesges d’un meilleur contraste ou seules

les structures d'intérét apparaissent. De mémegdiierie de nouvelles molécules

fluorescentes telles que les Alexa possédant dadtrep d’émission et d’excitation avec une

gamme spectrale tres fine, a permis de réalisenatkebreux co-marquages sur un méme

échantillon. L'interaction entre plusieurs molésupeut étre alors observée.

Cependant la microscopie de fluorescence présgateréent deux désavantages majeurs :

Le premier est lié aux propriétés des moléculesrdiscentes. Certaines molécules
peuvent présenter un rapide photoblanchiement adgar excitation. Ce phénoméne
est dd a la photodestruction du fluorophore et emg&lors un suivi longitudinal lors
de I'expérience. De méme certains fluorophores @euwmduire une phototoxicité qui
doit étre prise en compte lors d’études faites é&tirantillons vivants (cellules par
exemple).

Le second est lié au fait que I'excitation n’ess panitée au seul point focal de
I'objectif, on note également un céne d’excitatia part et d’autre de ce point. La

fluorescence collectée est donc « parasitée »egagxcitations ayant eu lieu dans ces
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cones. Le résultat est un flou visible sur les iesagt donc une diminution de la
résolution. Ce phénoméne peut étre corrigé par rdéghodes de déconvolution
(traitement du signal post acquisition). Cependandéveloppement de nombreuses
sources laser a permis l'apparition d’'un autre tyfge microscopie utilisant la

fluorescence et s’affranchissant de ce probleraemitroscopie confocale.

4.5 Microscopie confocale

La microscopie confocale est une méthode utiliggaiement les propriétés de fluorescence
de certaines molécufés Cependant, contrairement a la microscopie adkmance classique,
elle permet d’obtenir des images mieux résolues'@&franchissant de la fluorescence émise
dans les cones se trouvant de part et d’autresodht focal de I'objectif. Les images
obtenues, baptisées sections optiques, sont dame ddlus grande netteté. De méme la
motorisation de l'objectif selon I'axe z permet Waliser des sections optiques a différents
niveaux de I'échantillon afin de pouvoir obtenirsdeconstitutions tridimensionnelles par la
suite.

La microscopie confocale est une microscopie daylagle, c'est-a-dire que I'échantillon est
considéré comme une grille et que I'excitation 'atduisition du signal vont avoir lieu
successivement pour tous les points. Chaque peitd drille correspond alors a un pixel sur

I'image finale.
4.5.1 Anatomie d’'un microscope confocal

La source lumineuse en microscopie confocale datgarticulierement intense et focalisée,
c’est pourquoi les lasers sont utilisés comme ssudans la majorité des cas (Table 4.2).

Si I'on suit le trajet optique, le faisceau lasard/abord étre réfléchi par un miroir dichroique
avant d’étre envoyé sur des miroirs galvanométsqqgei vont permettre de réaliser un
balayage sur I'ensemble de la zone d’intérét déakantillon. Le faisceau va alors traverser
I'objectif et exciter les fluorophores. La fluoresce émise va étre collectée par I'objectif,
réfléchie a nouveau par les miroirs galvanométsgiam dit alors qu’elle est « déscannée »)
puis elle va traverser le miroir dichroique, undilee convergente et le diaphragme confocal
avant d'arriver sur le détecteur. De maniére gdegre détecteur utilisé est un tube

photomultiplicateur (PMT) dont le signal va étredifie avant d’étre traité par un ordinateur
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pour reconstruire I'image. On trouve également filegs entre le miroir dichroique et le
PMT afin de sélectionner les longueurs d’onde deréiscence recueillies (Figure 4.14).
L’élément central du systéeme est le diaphragmeomahfiégalement appelé pinhole) localisé
devant le PMT au niveau du plan focal conjugué lai ae I'objectif (d’ou I'appellation

« confocal ») (Figure 4.15). Le pinhole va coupes faisceaux de fluorescence n’ayant pas
été émis au niveau du plan focal de I'objectifflieorescence parasite n’atteint donc pas le
détecteur.

L’épaisseur de la section optique varie en fonctienl’'ouverture du diaphragme confocal.
Plus I'ouverture est faible, plus la tranche sara &t nette. Cependant a partir d’'une certaine
valeur (limite de résolution) la fermeture du diesdme n’entraine plus d’augmentation de la

qualité mais une réduction de l'intensité lumineuse

| 2 1
Miroirs
galvanométriques
L
: Miroir
PMT  pinhole Filtre  dichroique
Objectif

1

E/ Echantillon

Figure 4.14 : Représentation simplifiée d’'un microsope confocal a balayage.
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plan focal
‘_::‘ ::_\\\K _:::H: PMT
échantiffon |
pinhole

Figure 4.15 : Diagramme optigue simplifié d’'un micioscope confocal.
Seule la fluorescence émise au niveau du plan festafocalisée dans le plan image au niveau du
diaphragme confocal (lignes pleines). La fluoreseeamise en dehors du plan focal ne sera pas
focalisée sur le plan image conjugué au diagramonéocal (lignes brisées). Seule la lumiére émise
au niveau du point focal pourra traverser le piatatlatteindre le PMT. Modifié d’apré&s.

Laser Raies Puissance
d’excitation (en mW)
Argon (Ar) 458 S
476 5
488 20
514 20
Argon-Krypton (Ar-Kr) 488 3-15
647 3-15
Helium-Neon (He-Ne) 543 1,2
633 10

Table 4.2 : Caractéristigues des principaux lasemstilisés en microscopie confocale.

4.5.2 Résolution

En microscopie a fond clair et en microscopie arfiscence, seule la résolution latérale (x,y)
est définie : d = 0,61 / NA (voir 4.3.3). En microscopie confocale, |lsakition axiale (z)
doit également étre considérée. Elle prend en aaitqaiverture numérique de I'objectif mais
aussi l'indice de réfraction du milieu. A ouvertureimérique identique, un objectif a
immersion a huile (n=1,54) aura une moins bonnelwésn axiale qu’un objectif a air (n=1).
La résolution axiale est définie comme la largeaximale a mi-hauteur (FWHM) du disque
d’Airy selon l'axe z. Elle est donnée par I'équatisuivante FWHM = 1,4n A/ NA% En
regle générale, elle est moins bonne que la résolldtérale.
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4.5.3 Avantages et Inconvénients

Depuis le début des années 1990 la microscopieocalaf s’est imposée dans de nombreux
laboratoires de recherche. En utilisant des teclasigle coloration similaires a celles utilisées
en microscopie a fluorescence (colorants fluordscgammunochimie, transgénése), il est
possible d’obtenir des images avec une meilleursoluéon latérale ainsi que des
informations tridimensionnelles.

Ses principaux inconvénients restent le photobl@ncbnt des fluorophores, les
photodommages cellulaires induits par la focaksatid'un laser avec une puissance
importante et le co(t d'une source laser d'exditatinférieure a 450nil Elle demeure
cependant la méthode de référence pour toutesudemenées sur cellules.

En imagerign vivo, la profondeur d’observation a également été amasdi afin de permettre
des études pouvant aller jusqu’a 200um de profandens le cerveal. Malgré cela, cette
profondeur reste insuffisante pour conduire deséempentations couvrant la totalité de
I'épaisseur du cortex cérébral par exemple. L'sdifion de la microscopie confocale pour des
études intravitales est donc limitée par le faie des photons d’excitation ainsi que les
photons de fluorescence sont diffusés lors dedaasage au travers d'importantes épaisseurs
de tissu. Cette limite fut repoussée par I'apparitians les années 1990 de la microscopie

biphotonique.
4.6 La microscopie biphotonique

La microscopie biphotonique a été inventée en 1800Denk, Strickler et WebB. Tout
comme la microscopie confocale, il s’agit d’'une noéle a balayage laser. Son utilisation
pour des applications biologiques s’est « déma&ath a la fin des années 1990 et en
I'espace de quelques années elle est devenue uhedaéde référence aussi bien pour des
études cellulaires que pour des études intravitél€$ Elle combine la bonne résolution
spatiale et la bonne résolution temporelle de laroscopie confocale tout en offrant des

profondeurs d’observation allant jusqu’a un millineédans certains tissus.

¥ De telles sources existent mais leur co(t ainsilgur entretien font qu’elles ne sont pas présesiiela
majorité des installations.
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4.6.1 Bases physiques

La microscopie biphotonique appartient a la familéss techniques faisant appel a I'optique
non linéairé“. Elle repose sur le principe d’absorption simugamle deux photons par un
fluorochrome. Un électron périphérique va alorsspasi’'un état de repos a un état excité en
transitant par un niveau virtuel dont la durée d= est de l'ordre de la femtoseconde.
L’électron va ensuite revenir a son état de fonddaeleen émettant un photon de fluorescence
(Figure 4.16).

L’énergie des deux photons excitateurs va s’addiio, I'énergie du photon de fluorescence
sera inférieure a la somme des énergies des daeamnshexcitateurs. Dans la plupart des cas
on utilise un laser délivrant une lumiére dansfldrouge. Si I'on considére une excitation a
800nm, deux photons se combinent pour entraineredniation d’énergie double et ainsi
mimer celle d’un photon a 400nm.

Pour obtenir un tel phénomene, le laser doit predune tres forte intensité lumineuse sur
une trés courte période de temps (de I'ordre derfaoseconde = durée du niveau virtuel) ;
cependant, de nombreux échantillons biologiquesp@@vent pas supporter de si fortes
puissances. C’est pour cela que I'excitation eatig&e par un laser pulsé permettant de
produire de tres fortes intensités sur un cours ldp temps avec une puissance moyenne
faible. Les lasers permettant d'obtenir de telsapetres sont des lasers a solide
(généralement Titane-Saphir) appelés lasers fecnodes pompés par un second laser
continu (généralement Nd : Y\4I) lui-méme pompé par des diodes laser.

Ces lasers présentent également I'avantage d’étreragable (principalement entre 700 et
1000 nm) contrairement a ceux utilisés en microscopnfocale (voir Table 4.2).

De méme l'excitation efficace n’est produite quiaweau du point focal de I'objectif, la
probabilité que deux photons balistiques (photoagamt pas subi de diffusion) atteignent
simultanément le fluorophore dans un laps de teaspsz court pour permettre la transition a
deux photons est maximale a cet endroit. Contrargma la microscopie confocale, il n'y
aura pas de cbne d’excitation de part et d’autr@alnt focal et toute la fluorescence émise

pourra alors étre récupétédFigure 4.17).
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Figure 4.16 : Diagramme de Jablonski.
Comparaison entre une absorption biphotonique etopimotonique. En biphotonique, le passage de
I'état de repos a I'état excité se fait via un awevirtuel dont la durée de vie est de quelques

femtosecondes.
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Figure 4.17 : Comparaison mono / biphotonigue.
En mode monophotonique (représenté par une excitatans le bleu) on note I'émission d'une
fluorescence verte au niveau du point focal dejdclif mais aussi dans 2 cones situés de part et
d'autre de ce point. En mode biphotonique (reprisean rose), I'excitation a eu lieue dans
I'infrarouge ; la fluorescence est limitée au pdotal. Modifié d’apres™.
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4.6.2 Anatomie d’'un microscope biphotonique

Les microscopes biphotoniques actuels sont soulesniicroscopes confocaux ayant subi un
certain nombre de modifications. Il s’agit égalemmdiun type de microscopie a balayage
laser mais le trajet optique présente quelquesreéifices.

Comme nous avons pu le voir précédemment, la sduncieeuse est un laser femtoseconde
émettant dans linfrarouge. Le faisceau laser vae étéflechi par des miroirs
galvanométriques, traverser un miroir dichroique amént d’étre focalisé sur I'échantillon
par I'objectif. La fluorescence émise va étre ale par le méme objectif avant d'étre
réfléchie par le miroir dichroique m1 pour arriwer un second miroir dichroique m2 placé
sur un cube. La fluorescence va étre séparée grac® filtrée en sortie du cube et arriver sur
'un des deux PMTs. Il est donc possible d’acquéimultanément deux gammes de
longueurs d’ondes différentes excitées par la méonece laséf (Figure 4.18).

Comme nous venons de le voir et contrairement awosgcope confocal, la fluorescence n'a
pas a étre « déscannée ».

De méme, la fluorescence étant restreinte au nigaguoint focal, toute la lumiére émise peut
étre collectée (I'utilisation d’objectifs de forteiverture numérique augmente alors la qualité

du signal), l'utilisation de pinhole n’est donc paxessaire.

Miroirs
galvanométriques

Laser de
pompage

Ti:Sapphire
Laser femtoseconde

Afténuateur

Miroir

—F dichroique m2
_ *’Iil'ﬂil' dichroique ml

£ 3 PMTs Filtres

3

v
j Objectif motorisé

Echantillon

Figure 4.18 : Représentation simplifiée d’'un microsope biphotonique.

%1 || est également possible d'utiliser plus de PMiis d’augmenter le nombre de voies d’acquisition.
pourra alors placer un prisme a la place du mdizinroique m2 qui séparera les différentes longudionde.
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4.6.3 Acquisition du signal

Nous avons pu voir que le faisceau laser balayatddité de la zone d’'intérét sur I'échantillon
et la fluorescence émise est par la suite collqua¢des PMTs. Cependant, afin d’obtenir une
image exploitable, le signal doit étre amplifiéhateérisé. La numérisation peut se résumer en
deux opérations dont le résultat influera sur laliggi de I'image.

- L’échantillonnage consiste a découper le signaitarvalles de temps réguliers. La
zone d'intérét est donc représentée sous formeedjuiie. A chaque point de la grille
correspond un pixel sur I'image finale. En regleé@@le on acquiert des images sur
une grille de 512x512 pixels.

bY bY

- La quantification consiste a donner a chaque piyee valeur numérigque
proportionnelle a l'intensité de la lumiére colket Pour ce faire, on utilise un
convertisseur analogique/numérique a 8bisin d’obtenir des images avet 2 256
niveaux de gris.

Si la quantification est souvent un parametre pgro@rl’instrument qu’il est difficile de
modifier via les interfaces d’acquisition, I'éch#éiohnage peut trés souvent étre choisi par
I'utilisateur. Le choix de ce parametre doit ééléchi car la résolution de I'image finale en
dépend. L'intervalle d’échantillonnage doit étrééneur ou égal a la moitié de la taille du
plus petit objet a résoudre. En dessous de deuwxisppar élément de résolution (resel),
I'image sera mal résolue (Figure 4.19).

Considérons un objectif de 20x dont I'ouverture @uue est de 0,95 ; sa résolution latérale
est donc égaféad = 0,611/ NA = 0,36pm.

Pour obtenir une image d'une trés bonne résolut®bmixels par élément de résolution
s'averent nécessaires. Un pixel représente dormawg de 0,12um de c6té. Si I'on effectue
un scan de 512x512 pixels, le champ couvert sera de 62x62 pf

Si notre objectif 20x couvre un champ de 600x60C¢ @nzoom* x1, il faudra acquérir &

zoom x10 pour avoir une résolution maximale.

%2 Certains appareils sont équipés de convertisdéubits permettant d’obtenir des images avé&21096
niveaux de gris.

% En considérant une longueur d’onde de 550nm. Bétation expérimentale réalisée au Laboratoire de
Spectrométrie Physique, Grenoble — non publiée.

% Le zoom est réglable sur les interfaces utilisat¢ueprésente une donnée tout a fait distincieetle
indiquée sur I'objectif.

129



Chapitre 4 : Microscopies

Bien gu’en dessous d'un zoom x10, 'objectif net g@is utilisé a sa résolution maximale, il
peut s'avérer plus pertinent d’acquérir des images 300x300 ufm pour des études
intravitales sur la microvascularisation cérébraler exemple. Le choix de la valeur
d’échantillonnage est donc de la plus haute impogeet celle-ci doit étre déterminée avec
précision en fonction de la structure étudiée.

Le méme raisonnement est appliqué pour déterméntaiulx d’échantillonnage axial (selon la
direction 2°).

Disques d’Airy

AVAWATARAY

1 pixel / resel 2 pixels / resel

1 élement de
résolution (resel)

Figure 4.19 : Echantillonage.
En dessous de deux pixels par élément de résolfugsal), I'image sera mal résolue.

4.6.4 Méthodes de coloration et d’observation en microsque biphotonique

Le marquage des échantillons en microscopie biplgue reste identique a celui de la
microscopie a fluorescence. Il est donc possibtbskrver des colorants fluorescents, des
échantillons biologiques présentant des protéihesdscentes (transgénése) et de faire appel
aux techniques dimmunochimie décrites précédemmaénitilisation des propriétés
d’endofluorescence de certaines biomolécules tel lguNAD(P)H ou encore les flavines
présente un intérét tout particulier en microscdydotonique car de nombreuses structures
peuvent étre imagées avec précision sans ajoubldeants et sans préparation spécifique de

I’échantillon. De méme, d’autres phénomenes nogalies comme la génération de seconde

% Comme pour la microscopie confocale, la résolutiviale est donnée par la form#H&/HM = 1,4n.4/ NA?.
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harmonique permettent également d’'imager d’autirestsires telles que le collagene | et lli
sans coloratior® '’

4.6.4.1Propriétés des fluorophores en microscopie biphotaque

Tout comme en fluorescence classique, un fluoraplexcité a deux photons présente un
spectre d’absorption et un spectre d’émission. Geguet, outre le fait que la longueur d’'onde
d’excitation a deux photons est en geénéral le dould celle utilisée en excitation
monophotonique, elle peut néanmoins différer. tldesc important de réaliser cette mesure
avant d’entreprendre ['utilisation de tout nouvealorant.

De méme, on définit pour chaque colorant le rendeéngeantique et la section efficace
d’absorption a deux photonstbep. Le rendement quantique est le rapport entretelne de
photons émis et le nombre de photons absorbést fé&néralement donné sous forme de
pourcentage. La section efficace d’absorption axdphotons représente la probabilité
d’excitation d’'un fluorophore par absorption de xigahotons. Son unité est le Goeppert-
Mayer® (1GM = 10°° cms).

4.6.4.2Endofluorescence

De nombreuses molécules fluorescentes endogenestetecrites et leurs propriétés sous
excitation a deux photons ont été mesut&éeParmi elles, on trouve les acides aminés
aromatiques (Tryptophane, Phenylalanine et Tyrgsiles flavines, le NADPH ainsi que
I'élastine. Bien que leur section efficace d’absiompa deux photons soit plus faible que pour
des colorants exogenes tels que les rhodaminesdétaction est possible et elle permet
d’obtenir des images sans aucune coloration dssstidBoulesteix et al. ont par exemple
observé I'endofluorescence de I'élastine dans laipatériellé”. La peau a aussi pu étre
imagée sans l'aide de colorants exogénes gra@anddfluorescence de la kératiiéFigure
4.20 ; Table 4.3).

% En hommage & Maria Goeppert-Mayer
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Figure 4.20 : Section efficace a deux photons etesgire d’émission de quelques biomolécules
fluorescentes.

a. Section efficace d’absorption a deux photons diaiction (produit de la section efficace par le
rendement quantique) exprimée en Goeppert-Mayer @daiomolécules en fonction de la longueur
d’onde d’excitation. b. Spectre d’émission de césmas molécules. Extrait d&

Aex 50% max,

Molecule Process nm* Cross section
Retinol 2PE 700-830 7 x 10-52
Flavins 2PE 700-730 1-8 x 10-5!
NADH 2PE 690-730 9 x 10752
Pyridoxine 2PE 690-710 8 x 1053
Folic acid 2PE 700-770 7X10°53
Cholecalciferol 2PE <700 6 x 1054
Elastin 2PE 700-740 —
NFTs 2PE 700-780 e
Lipofuscin 2PE 700-850 High#*
Collagen SHG 700-740 —
Microtubules SHG - -
Skel. muscle SHG — -

Table 4.3: Longueurs d'onde d'excitation et sectio_efficace d’absorption de guelgues
biomolécules.

Section efficace d’absorption (en tg) donnée pour des longueurs d’onde dans la gaiem@00nm.

*: gamme de longueurs d’onde pour laquelle laigeafficace est supérieure a 50% de la valeur du
pic. 2PE : Excitation a 2 photons ; SHG : Secondoaic generation. Modifié d’apré¥.
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4.6.4.3Génération de Seconde Harmonique

La génération de seconde harmonique (SHG) estiffasidn non linéaire de la lumiére dans
lequel deux photons interagissant dans un matéaaticombinés pour ne donner qu’un seul
d’énergie double et de longueur d'onde divisée ganx. Bien que réalisable sur une
installation de microscopie biphotonique de fagomutanée avec I'acquisition de signaux de
fluorescence, il ne s’agit pas d’un phénomene dgiion.

L’imagerie de seconde harmonique permet d’obsetesr structures non-centrosymetriques
tel que le collagéne | et lll ainsi que la myossa®s aucune coloration exog&fié® Si l'on
considére une excitation dans le proche infraraug§@0nm, le signal de second harmonique
sera recueilli aux alentours de 400nm, c'est-adhres le proche UV. De maniere générale, il
est rare de pouvoir dépasser la barre des 100uB0an1 de profondeur d’observation dans
des tissus riches en collagene qui sont fortemifusents. Il faut cependant noter que le
signal SHG a une directionnalité et qu'il sera plod en avant, c'est-a-dire que le signal
collecté en transmission sera plus important gaj@nollection. La collection en transmission
s’effectue en placant un condenseur et un PMT Béclsantillon.

Il existe également une autre diffusion baptiséeéggtion de troisieme harmonidtie
permettant de visualiser les gouttelettes lipidiqu€ependant, I'emploi de cette méthode
implique l'utilisation d’'un laser femtoseconde étaat des photons de longueur d’onde
proche de 1100nm. Cette technologie est donc fiaatant tres colteuse et implémentée sur

tres peu de plateformes optiques.

4.6.5 Parametres influant sur la profondeur d’observation

Nous avons pu voir précédemment que la profondéabsdrvation maximale de la
microscopie confocale était de I'ordre de 200umsdiencerveau. Cette faible profondeur
limite considérablement son intérét pour des appbas intravitales.

Si I'on considére un faisceau lumineux traversantissu biologique, sa puissance lumineuse
va étre atténuée par un phénoméne d’absorption diffdsion.

L’absorption des tissus a été caractérisée et sareb entre 650 et 1000nm une fenétre dite
thérapeutique ou I'absorption est minimale. On négalement une forte absorption dans
'UV due a I'ADN et a certains des acides aminémposant les protéines. Au-dessus de
1000nm, I'absorption par I'eau devient trés impote&® (Figure 4.21).
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Les lasers femtoseconde étant accordables dangolehep infrarouge, I'excitation de

I'échantillon se fera a des longueurs d’onde seviaat dans la fenétre transparente. La
fluorescence émise et le signal de seconde harmeragiront par contre lieu dans des
longueurs d’'onde comprises entre 400 et 650nm alsdrption par le sang est élevée. Les

images de structures se trouvant sous de groseeaissanguins seront donc atténuées.
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100000 ¥\
10000 = water
1000 -  melanin
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Figure 4.21 : Spectre d’absorption des principalemolécules absorbantes des tissus.
On note la présence d’'une fenétre optique égalen@ntnée fenétre transparente ou I'absorption est
minimale. Traduction : water : eau ; HbGDOxyhémoglobine ; melanin : mélanine. Extrait-de

Cependant, I'absorption n’est pas le phénomeneoprédant, la diffusion de la lumiere est la

principale source de perte de signal. Le libre @ars moyen de diffusion augmente avec la
longueur d’'onde ; plus la longueur d’'onde seraé&dewnoins les photons seront diffusés. Le
signal des fluorophores émettant dans le rougerpalanc étre capté plus en profondeur que
le signal de fluorophores émettant dans le bleuniBene, le signal de seconde harmonique
émis aux alentours de 400nm sera difficilement débde a des profondeurs supérieures a

100um dans des tissus riches en collagene qui@atment diffusants.

4.6.6 Microscopie Biphotonique, Neurosciences et Neuro-cologie

La microscopie biphotonique présente de tres nomskereapplications dans le domaine de la
biologie et des sciences biomédicales. De homboeganes ont ainsi pu étre imageés dans des
conditions les plus proches de la physiologie. &dsfacts dus a la réalisation des coupes et
aux traitements histologiques ont également pu &deits. La liste non exhaustive des

organes étudiés inclut les muscles, les vaisseanguins$'® ' les poumons’, les rein§®
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ainsi que les ovair€& Cependant, ce nouveau type de microscopie argégateouvert un
grand nombre de perspectives dans le domaine desscence'$ >

Nous allons rapidement nous attarder sur la misplace d’'une observation cérébrale en
intravital, puis nous verrons quelques exemplemaljerie des différents composants du
systéme nerveux (Table 4.4) avant de voir quel paretlintérét de cette méthode d’'imagerie
dans I'étude des pathologies du systéme nerveuxi@®tumeurs intracraniennes.

Labelled Compartment/ Transgenic approach Fluorophore

structure subset

Neurons

Cytoplasm Thyl-promoter XFP, coFP
Specific Subtype-specific promoters XFP
populations

Subcellular Membranes Thyl-promoter, palmitoylation XFP
Synaptic vesicles  Thyl-promoter, synaptophysin-fusion XFP
Mitochondria Thy1l-promoter, coxVIIl CFB YFP

Vesicular release

Thyl-promoter

SynaptopHluorin

Calcium CaMKIl-promoter, tet-system Camgaroo, pericam
Chloride Thyl-promoter Clomeleon

Axon tracts Corticospinal Thyl-promoter, conditional fISTOPH-YFP
Thalamocortical ~ Thyl-promoter XFP

Glial cells

Schwann cells 5100-promoter YFE GFP

Oligodendrocytes PLP-promaoter GFF, coFP

Astrocytes GFAP-promoter GFP, coFP

5100-promoter YFE GFP
Microglia CX,CR1-locus 5100-promoter YFP. GFP

Vascular component

Serum Vitaldye Fluor-dextran
Erythrocytes Vital dye, negative stain Fluor-dextran
Immune cells Various immune cell promoters XFP
Endothelium TIEZ-promoter GFP

Table 4.4 : Liste non exhaustive de guelques marques fluorescents (souvent associés a une
approche transgénigue) pour les applications en neosciences.

CaMKiII, calcium/calmodulin-dependent protein kindseCFP, cyan fluorescent protein; coFP, coral
derived fluorescent protein; CX3CR1, chemokine (&&X motif) receptor 1; coxVIIl: mitochondrial
targeting sequence from human cytochrome oxidaisersuVIll; ISTOPfl-YFP, yellow fluorescent
protein expression suppressed by floxed stop-segudiuor-, fluorophore conjugated; GFAP, glial
fibrillary acidic protein; GFP, green fluorescentofgin; PLP, proteolipid protein; tet-system,
tetracycline-derivative controlled conditional eagsion system; TIE2, tyrosine kinase with
immunoglobulin and epidermal growth factor homolatpmains 2; XFP, green fluorescent or coral
fluorescent proteins and their spectral variant® Y{ellow fluoroscent protein. Extrait ¢fé
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4.6.6.1Modélisation animale

Les rongeurs sont les animaux les plus utilisés poliservation du cerveau en microscopie
biphotonique. Du fait des progres en matiere desganése et du grand nombre de modéles
animaux exprimant des protéines fluorescentessdesis sont les plus représentées. Les
études menées sur les rats sont de maniére généalikes sur de jeunes animaux jusqu’a
approximativement 1 mois. Au-dela de ce délai,dae de la dure-mére réduit la profondeur
d’observation. Il est possible de la retirer chgicalement au moment de I'expérimentation
mais cet acte peut entrainer des modificationsiploggques pouvant étre incompatibles avec
I'étude menée.

Le principal probléme rencontré lors d'une obseovatdu cerveau en intravital est
'immobilisation de I'animal. Le temps d’acquisitiopar image étant approximativement
d'une seconde, les mouvements respiratoires pelargnhiner des zones de décalage sur
I'image finale. Le meilleur compromis consiste aduler la téte de I'animal dans un cadre
stéréotaxique et d’'utiliser une anesthésie appteptin meélange de Xylazine et de Kétamine
convient, cependant les anesthésies volatiles coriseflurane dans un meélange de
dioxygéne et de protoxide d’azote offrent de maitberésultats.

Afin d'imager en profondeur, un bon accés optiquecartex est nécessaire. Une procédure
chirurgicale est des lors mise en place et peatedfectuée de 3 facons :

- I'os du crane est retiré sur une petite surfaca eerticale de la zone du cortex que
I'on souhaite observer (Figure 4.22 A).

- l'os du crane est retiré puis remplacé par unetfergh quartz permettant de réaliser
un suivi longitudinal sur le méme animal (Figur22iB).

- l'os du crane est affiné a l'aide d’'une fraise @@et I'observation est réalisée au
travers de la mince lamelle restante. Cette tectnidimite la profondeur
d’observation (au maximum 200um) a cause de le ftiffusion des photons par I'os
(Figure 4.22 C).

Dans les trois cas, I'objectif du microscope eduée placé en immersion dans du liquide
physiologique ou du liquide cérébro-spinal artdica la verticale de la zone a observer
(Figure 4.22).
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Objectif a
Immersion

Objectif a
Immersion

Objectif a
Immersion
Liquide
Physiologique

Liquide
Lamelle de Physiologique

Quartz Os affiné

~=Sy

== =

Cerveau Cerveau Cerveau
A B C

Figure 4.22 : les 3 types de procédures chirurgiogd pour pouvoir imager le cerveau.

4.6.6.2lmagerie des différents composants du systéme nerwe

4.6.6.2.1 Neurones

La fonction premiére des neurones est de transen@ds signaux électriques dans un réseau
qui subit de perpétuelles modifications du fait ldeformation, du renforcement ou de
I'élimination de synapses. En comparaison avecnethodes classiques de mesure de
potentiels a l'aide d’électrodes ou d’analyse ddtriastructure sur échantillons fixés, la
microscopie biphotonique apporte une réelle anediiom en terme d’informations recueillies.
Les observations de neurones sont de maniere dgméedisées en intravital dans le cortex

cérébral ou sur des tranches maintenues en vieuthamslieu nutritif oxygén® 13

L’activité électrique des neurones est presqueotosj associée a des modifications de
concentration en Ga libre. Ces modifications peuvent étre observéasdes méthodes
optiques, car les modifications de concentratiamvpat dépasser le facteur 1000 et un grand
nombre d’indicateurs fluorescents est disponiblesCle cas par exemple du Fluo-4 ou du
Calcium Green 1 qui peuvent étre injectés dansuhrseurone via une pipette de patch.

Les signaux calciques sont en général lents commpaum& signaux électriques (quelques
centaines de millisecondes). En diminuant la réswiutemporelle, il est alors possible de
collecter plus de photons. De plus, comme lingttintracellulaire du colorant requiert
l'utilisation d’'une pipette de patch, l'activité egtrique du soma peut étre mesurée et le
potentiel de repos du neurone peut étre modifié.

De nombreux indicateurs calciques fluorescents @atutraverser les membranes et étre de-

estérifiés a I'intérieur de la cellule. lls deviemh alors fonctionnels, cela permet d’obtenir un

signal uniquement a l'intérieur des cellules vimnt
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Une fois déposé a la surface du cortex ou surdestes en cultures, I'indicateur est absorbé
par les neurones et les astrocytesn co-marquage des astrocytes a la sulforhodah@ié
peut s’avérer nécessaire pour distinguer les dgpest cellulaires. Il est alors possible

d’observer de larges populations de neurones qiresla propagation des vagues calciques.

Il existe également des molécules pouvant s'inséagis les membranes étant donné leurs
groupements lipophiles. La fluorescence de cesi@lsrivarie en fonction du potentiel de
membrane. Le signal rapport sur bruit de ces marguen fluorescence est faible, limitant
son utilisation sur tissus épais. Cependant, umaside seconde harmonigue peut également
étre obtenu avec les mémes molécules. Ce signgblestsensible aux modifications du
potentiel et a déja été utilisé pour réaliser dessures sur une dendrite isolée dans une

tranche en cultut&.

La microscopie biphotonique a aussi permis de gramdancées dans I'étude de la plasticité
neuronale. L’utilisation de souris transgéniquesitdane sous-population de neurones
exprime la GFP a ainsi pu permettre d’observer ravets d’'une fenétre cranienne les

modifications (apparitions et disparitions) au mivales épines dendritiqi¥s

4.6.6.2.2 Cellules gliales
Les 3 grands types de cellules gliales (astrocyikgodendrocytes et cellules microgliales

ont été observés en microscopie biphotonique.

Les astrocytes peuvent étre marqués soit par gaesg, on place alors le géne de la GFP
sous le contrdle du promoteur de la GFAP (Glialif#ry Acidic Protein), soit en utilisant un
colorant spécifique tel que la sulforhodamine '#01Tout comme les neurones, les
observations peuvent étre réalisées soit en imdlagbit sur des tranches en cultére

Il est également possible d’étudier la signalisatialcique en utilisant des indicateurs colorés
tel que le Fluo-4 AM (voir 4.6.6.2.1). Il a aingi @tre mis en évidence qu’une augmentation
de la décharge neuronale entraine une augmentgite concentration cytosolique en*Ca
dans les astrocytes voistifs

L'interface glio-vasculaire peut également étredé&ea en détail par un double marquége

(utilisation d’'un colorant vasculaire injecté paie/intraveineuse ; voir 4.6.6.2.3).

37 Certains indicateurs comme I'Oregon Green Bapta@ki¥lune préférence pour les neurones.
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Les oligodendrocytes peuvent étre observés a ldiaeimaux transgéniques en introduisant
le géne de la GFP placé sous le contréle du pramadie laproteolipid proteinpar exemple.
Cependant, a cause de sa profondeur, il est thfficimager la matiere blanche, méme sur de

petits rongeurs. L'étude sur tranches est ici pé&fé.

La mobilité des cellules microgliales a été largetmétudiée en utilisant la microscopie
biphotonique par suivi d’évéenements temporels (fiapse two-photon microscopgy) Les
mouvements rapides des extensions cytoplasmiqués migration des cellules aprés un
dommage focalisé ont ainsi pu étre documentéstdrén de la méthode réside dans le fait
que le laser permettant I'excitation des fluorogsofici la GFP) peut également générer le
dommage focalisé car comme nous avons pu le végédiemment, I'excitation est limitée au
point focal de 'objectif®. Une telle précision, tant dans la maitrise du mhage que dans la
qualité des images obtenues, n'est pas possible g autres méthodes actuellement

disponibles.

4.6.6.2.3 Microvascularisation cérébrale

L’observation de la microvascularisation cérébesteréalisée suite a I'injection intraveineuse
d’'un colorant fluorescent tel que la fluoresceinel®@ rhodamine couplé a un dextran*
Suivant 'age et I'espece du rongeur utilisé, il psssible de réaliser des images avec une
résolution micrométrique jusqu'a 600um sous la duéee. De méme, une reconstitution
tridimensionnelle de l'arbre vasculaire peut étt#eaue suite a l'acquisition d'une pile

d’'image (z-stack) (Figure 4.23).

Figure 4.23 : Imagerie de la vascularisation cérélade.

Les images ont été obtenues a partir d'un stadOdmages acquises de 0 & 200pm sous la dure-mere
dans le cortex pariétal d’'une sounisdeapres injection intraveineuse de RhodamineB-dextra

A. Reconstitution tridimensionnelle de l'arbre wvalsire. La reconstitution permet d'observer la
structi.re sous tous les angles (ici par-dessoriBrdjection en Z (échelle de I'image : 300x306um
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Il existe maintenant un grand nombre de moléculesdscentes couplées a des dextrans de
différents poids moléculaire. Il est ainsi possidke mesurer la perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique en injectant par voie intrawesa deux colorants de poids moléculaire
différents et d’imager simultanément leur répantitientre le compartiment intra et extra
vasculairé. Cette méthode présente un grand intérét dansléétles effets secondaires des

radiothérapies et sera explicitée et discutée taildd 5.2.2.

4.6.6.3Applications aux pathologies du systéme nerveux

La microscopie biphotonique présente un grand éntatans I'étude des différentes
pathologies du systeme nerveux mais aussi danalli@ion des différents traitements et

protocoles développés par la recherche biomédicale.

4.6.6.3.1 Neuro-oncologie

En oncologie, les applications de la microscopiphbionique ont essentiellement été
abordées par des approclmewitro. Cependant, de plus en plus d’études mettent ant d&
potentiel de cette méthode d’'imagerie pour desrghtiens en intravitaf

Le modéle animal le plus utilisé est la soumisledans laquelle ont été greffées des cellules
tumorales. Deux types de modélisations cohaBbfterirésentant chacune avantages et
inconvénients :

- les greffes orthotopiques consistent a faire déymdo une tumeur dans son
environnement (patho)physiologique. Un gliome serai greffé dans le cerveau de
I'animal. Bien que plus proche de la réalité, cettéthode présente de nombreuses
difficultés pour I'observation en microscopie bipbrique car la tumeur doit se
développer dans les 600 premiers micrométres daxcoérébral afin de pouvoir étre
imagée correctement. De méme, le suivi longitudmeabpeut étre réalisé que suite a
I'implantation d’une fenétre cranienne.

- les greffes heterotopiques consistent a greffertumeur en dehors de son
environnement (patho)physiologique, soit en soutar® soit sous une fenétre
dorsale. Cette derniere présente I'avantage deqgioautoriser un suivi longitudinal
sur le méme animal afin d’évaluer les effets d'uhérapie sur I'angiogénése par

exemple.
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Nous reviendrons sur ces différentes méthodes3n 5.

Si I'on s’intéresse aux études réalisées en irtahvres peu de recherches ont été menées sur
des gliomes. Cependant de nombreux paramétres ténevalués sur d’autres lignées
cellulaires tumorales poussant dans la majeuréepdas cas sous des fenétres dor¥alegs

Il est par exemple possible d'imager I'expressies denes. La partie codante du géne d’'une
GFP a été placée sous le contrdle du promoteur HGFR/ Avec une telle construction,
I'expression du VEGF a été observée dans les diifés parties de la tumeur jusqu’a une
profondeur de 200ui.

La microscopie biphotonique peut aussi permettrsudere des populations cellulaires. Par
exemple, des tumeurs issues de deux populatiohsadels (I'une étant Hifd-/- et marquée a
'EGFP et l'autre étant sauvage) ont été implantmss une fenétre dorsale. Il a alors été
montré par microscopie biphotonique intravitale tegecellules Hift”™ se localisaient dans
les régions hypoxiques a distance des vaisseagxiisert.

La délivrance de molécules thérapeutiques peut étresévaluée. En effet, il est possible de
mettre en évidence des hétérogénéités de la peititéedk la vascularisation tumorale dans
différentes zones de la tumeur. L'obtention deiné®mations n’est possible que grace a la
profondeur d’observation permise par la microscdpghotonique intravitale. De méme, la
différence de morphologie entre les vaisseaux @ggigues et leur architecture a différentes
profondeurs peut étre mises en aVant’

Enfin, des parametres hémodynamiques comme lasgitds déplacement des hématies et le
« rolling » des leucocytes peuvent étre quantifiés

L’imagerie de seconde harmonique peut égalemendregples informations sur l'infiltration
des cellules tumorales dans la matrice extra-eatil’ dans le cas ou l'on trouve du

collagene de type I ou lll dans I'environnement tuan.

Récemment, le développement des « quantum dotamnodristaux fluorescents semi-
conducteurs), a ouvert la voie a de nombreusescafiphs pour des études intravitat&s*
Leur photostabilité, leur rendement de fluorescesideur étroit spectre d’émission autorisent
des co-marquages sur des animaux transgéniquesmexprla GFP ou encore des
observations en parallele avec une étude en SH& application dans I'imagerie de la paroi
des vaisseaux tumoraux, des cellules perivascalagtede la matrice extracellulaire a
d’ailleurs été réalisée avec succes en offrantidages de bonne qualité permettant de bien

délimiter ces différentes structutés
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Bien que réalisée sur des cultures cellulaires esiakplants, une derniere application de la
microscopie biphotonique dans le domaine de la aieacologie a montré des résultats
prometteurs. Leppert et al. ont en effet utiliskecenéthode d’'imagerie ainsi qu’'une méthode
de mesure de la durée de fluorescence (Fluoresdefettme Imaging) pour comparer

différents types de gliomes en se basant sur |funol@scence des cellules. lls ont mis en
évidence des différences permettant de discrimdasrcellules tumorales de cellules sdiffes

1 De méme, les images obtenues en utilisant lgwiptés d’endofluorescence de certaines

biomolécules se trouvant a l'intérieur des cellulenorales présentent un bon contraste.

Les applications notamment intravitales de la nscopie biphotonique pour I'étude des
tumeurs et plus particulierement des gliomes n@mt pour l'instant qu’'a leur début. Nous
verrons dans le chapitre 7 que nous avons utilie€é aucces cette méthode d’'imagerie pour
caractériser les effets de la PAT-Plat sur la Vasisation du gliome F98.

4.6.6.3.2 Autres pathologies du systeme nerveux

La maladie d’Alzheimer a également été étudiée tdisant la microscopie biphotonique.
Une nouvelle molécule injectable rendue fluoressetd PIB, a été récemment testée et
possede la capacité de traverser la BHE et dexee §ipécifiguement sur les plaques
d’amyloidée.

Il a été également mis en évidence une atroph&perte d’épines dendritiques et la présence
d’'astrocytes et de cellules microgliales activépsoximité des plaques d’amyloide

Les effets a court et a long terme de lischémigdlw@le ont pu étre observés suite a
I'utilisation de fenétres craniennes. Une des é&uls plus marquantes en microscopie
biphotonique intravitale a consisté a créer uneqihmmbose d’'un vaisseau isolé du cortex
cérébral et de mesurer les modifications des parambémodynamiques dans les vaisseaux

avoisinants?

Dans le domaine de I'étude des épilepsies, il andébdtré que certaines drogues anti-
épileptiques tel que le valproate et le gabaperéduisaient la capacité des astrocytes a
transmettre des signaux calciques. Le role ced&salastrocytes dans la survenue des crises a

été proposé a partir de cette étude et a ouvedi¢aa une cible thérapeutique potentiélle
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Comme nous venons de le voir aux travers de quelgeeemples, la microscopie
biphotonigue est utilisée dans I'étude d’'un granthbre de pathologies du systéeme nerveux.
De maniere générale, toute étude entreprise dmincie a 3 critéres :

- trouver le meilleur modele animal de la patholagjigdiée.

- choisir la meilleure méthode de coloration du pmé@oe a observer.

- déterminer la meilleure fagon de traiter et d’arahjes données aprés I'acquisition.

4.6.7 Avantages et Inconvénients

La microscopie biphotonique présente de nombreuantages en comparaison avec la
microscopie confocale. Comme nous avons pu le laprofondeur maximale d’observation
est fortement améliorée par l'utilisation d’'une sm@ud’excitation dans le proche infrarouge. |l
est alors possible de travailler sur cellules,caupes ou organes isolés et surtout en intravital
sur 'animal anesthésié. Le phénomene d’absorgideux photons n’a également lieu qu’au
point focal de l'objectif limitant le photoblanchent et la phototoxicité a cet endroit.
L'utilisation de colorants excitables dans I'UVes¢rcomplexe dans le cadre de la microscopie
confocale a cause du colt des sources laser, ssibj@ Enfin, la grande majorité des
colorants utilisés en excitation monophotoniquevpatil'étre en biphotonique. De nombreux
laboratoires développent également de nouvelledesoaptimisées pour une utilisation sous
excitation a deux photons.

Le principal inconvénient reste cependant la prdéam d’observation qui ne permet pas de
descendre au cceur de tous les organes. Récemmesdascope a deux photons utilisant
des lentilles GRIN (GRadient INdex) a permis ddiséa des observations de I'hippocampe
chez le rongedi. De tels dispositifs peuvent présenter de mukiglpplications notamment
dans le domaine médical et lever ainsi la seuldtdiion majeure de la microscopie

biphotonique.

4.7 Conclusions

Depuis son invention il y a un peu plus de quatélss, le microscope est slrement
I'instrument qui aura permis le plus de découveetde plus d’avancées dans le domaine des

sciences du vivant. Au fil du temps, ses résolgtiepatiale et temporelle ont évolué et la
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technologie mise en place pour son fonctionnemeéest sdiversifiée afin d’apporter
différentes sortes de microscopies, adaptées chacune problématique donnée.

La microscopie biphotonique s’est imposée en mdinse quinzaine d’années comme un
outil privilegié pour des applications dans le doreade la recherche biomédicale, aussi bien
pour des études fondamentales que pour des étoéldmigues. Devant tous ses avantages
gue nous avons pu voir au cours de ce chapitréypee de microscopie s’est avéré le plus
intéressant pour répondre a notre problématiqueisNolons donc voir dans le prochain

chapitre les différents développements réaliséarts de ce travail de these.
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Chapitre 5

Développements en
Microscopie Biphotonique

Certaines parties de ce chapitre ont été publ@es les références :

- Clément Ricard, Jean-Claude Vial, Julien Douady duBewijn van der Sanden ; In
vivo imaging of elastic fibers using sulforhodamiBie Journal of Biomedical Optics ;
12 (6) ; 2007.

- Clément Ricard, Jean-Claude Vial, Julien Douady &uBewijn van der Sanden ;
Imaging elastic and collagen fibers with sulforhadae B and second-harmonic
generation ; Proceedings of Molecular Probes foromBedical Applications Il ;
Photonics West ; San José ; 2008.

- Pascale Vérant*, Clément Ricard*, Raphaél Serdudean-Claude Vial & Boudewijn
van der Sanden ; In vivo staining of neocorticaltresytes via the cerebral
microcirculation using Sulforhodamine B ; articlewsnis. (* : co-premiers auteurs).

- Ali Hayek, Alexei Grichine, Thomas Huault, ClémdRicard, Frédéric Bolze,
Boudewijn van der Sanden, Jean-Claude Vial, Yvely,Mdain Duperray, Patrice
Baldeck & Jean-Francois Nicoud ; Cell-permeant @yésmic blue fluorophores
optimized for in vivo two-photon microscopy witivipower excitation ; Microscopy
Research & Technique; 70(10) : 880-885 ; 2007.

Comme nous venons de le voir, la microscopie bimhiquie est une méthode de choix
pour I'étude intravitale de phénoménes se passkéttlle cellulaire. La premiére partie de
ce travail de these a consisté a développer de efleavméthodes pour observer la
morphologie de certaines structures mais égalepmntappréhender certaines modifications

physiologiques pouvant étre induites soit par |a H#Aat, soit par la tumeur.
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Dans ce chapitre, nous nous attarderons sur laipiése de le mise en place de ces méthodes
ainsi que de leur validation. Nous reviendrons deessdeux chapitres suivants sur leur
utilisation pour répondre a notre double problématiconcernant la PAT-Plat, a savoir :

- les effets de la thérapie sur les tissus cérélsains.

- les effets de la thérapie sur les tissus tumoraux.
Nous commencerons ce chapitre par une descript®nl’idstallation de microscopie
biphotonique utilisée au cours de notre étude.
Nous nous intéresserons par la suite a la miséaege de méthodes permettant I'imagerie des
tissus cérébraux et plus particulierement I'obstsmades capillaires corticaux, la mesure de
la perméabilité de la BHE et I'imagerie des asttesy
Dans un troisieme temps, nous verrons comment angé en place l'imagerie de la
vascularisation tumorale ainsi que les essais aétsgur différents modéles animaux qui nous
ont amené a choisir la greffe hétérotopique dunggid-98 en sous-cutané pour les études sur
la PAT-Plat.
Nous nous attarderons ensuite sur la mise en place méthode de marquage des fibres
élastiques en intravital couplé a une observationallagene | et 11l par imagerie de seconde-
harmonique. Cette méthode sera illustrée par upkcapion a I'étude des effets de la MRT
sur la paroi artérielle.
Enfin, nous évoquerons brievement la caractérisatie nouveaux colorants pour des

applications intravitales.

5.1 Description du Microscope Biphotonique

Le microscope utilisé lors de nos études est igstal Laboratoire de Spectrométrie Physique
sur le campus universitaire de Grenoble. Il s’addin modele construit a partir de plusieurs
éléments séparés permettant de faire évoluerdliatibn et de réaliser des modifications en
fonction des expériences a réaliser. Les élémeimsipaux sont un microscope Olympus
BX50WI, une téte confocale Biorad MRC 1024, deux TRMexternes ajoutés et un laser
femtoseconde Titane-Saphir (Tsunami, Spectra-Plysiblous allons revenir sur ces
différents éléments. Une représentation schématidee l'installation de microscopie
biphotonique a été présentée dans la figure 4.18.

La figure 5.1 ci apres présente quelques photoggaptie la plateforme de microscopie

biphotonique localisée au Laboratoire de SpectroenBtysique.
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]
. Laser - Laser
femtoseconde = de pompe

'
.l

Profil temporel Profil spectral

' o~ |

Figure 5.1 : Plateforme de microscopie biphotonigueutilisée lors de ce travail de thése.
L’ensemble des appareillages est installé sur aiole bptique d’approximativement 3.5m de long sur
1.20m de large. La longueur d’'onde d’émission ajjs le mode pulsé du laser peuvent étre vérifiés
en permanence sur deux oscilloscopes (images drexdra platine du microscope est motorisée et
équipée d'un poste d’anesthésie gazeuse avec ténwysl’aspiration de I'air (photo du bas — tuyau
bleu). L’acquisition est contrélée par deux ordenas installés a proximité (hors champ).
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5.1.1 Laser d’excitation.

L’excitation est fournie par un laser Titane-Sap{iisunami, Spectra-Physics) pouvant
délivrer des impulsions femtosecondes en mode Blodans une gamme de longueurs
d’ondes allant de 760 a 850nm. Les impulsions oet durée de 120 fs et une fréquence de
82MHZ.

Il est pompé a 532nm avec une puissance de 4.2\Wnpaser continu Nd : YVO4 doublé en
fréquence. Ce laser est lui-méme pompé par dessliader couplées par fibres optiques.

La puissance moyenne en sortie du laser femtosecamditue aux alentours de 600mW (ce
qui correspond a des puissances de créte de 6@B¥pendant, une forte déperdition de la
puissance a lieu lors du trajet optique. La puissadélivrée a I'échantillon en sortie
d’objectif a été mesurée a I'aide d’un puissanceenédlorimétrique (Coherent Inc. — modéle
205). Pour une puissance moyenne de 600mW en stetimser, la puissance en sortie
d’objectif est de 150mW.

5.1.2 Modulation de la puissance laser

Lors de I'étude d’échantillons biologiques en imital ou sur des explants, la puissance du
faisceau laser envoyée sur I'’échantillon doit pauédre ajustée afin de ne pas créer de
dommages ou d’'induire un photoblanchiment des aalsr Cette régulation peut étre réalisée
par deux moyens :

- via des filtres de densité optique différente ilkssasur un disque commandé par
I'interface constructeur livrée par Biorad. L'attéxtion de la puissance est cependant
limitée a 100, 30, 10, 3 ou 0.3%. Ce systeme mastadapté a I'étude intravitale qui
nécessite de pouvoir moduler la puissance de trigagm du laser entre 30 et 100%.

- en jouant sur la polarisation de la lumiére. Erntisalu laser, la polarisation de la
lumiere est verticale. Un dispositif constitué dduamei/2 sur un moteur rotatif placé
devant deux polariseurs disposés a I'angle de Bezypsrmet de réguler I'intensité du
faisceau. Les mouvements du moteur sont gérés rpalinterface indépendante du
systeme Biorad programmeée en Delphi. Il est alassible de régler l'intensité du
laser par pas de 10%. Ce systeme a été concu anataibe (Pascale Vérant et Jean-
Claude Vial).
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1. Visible / SHG
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(dichroic mirror)
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Figure 5.2 : Caractéristigues des différents coingle cube utilisés au cours des différentes
expérimentations présentées dans ce travail de thed es traits horizontaux pleins représentent les
longueurs d’ondes coupées par les différents dilttes traits verticaux en pointillés représentest
valeurs de transition des différents miroirs dichues.
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5.1.3 Caractéristiques des objectifs

La quasi-totalité des travaux effectués en micrpigcbiphotonique présentés dans cette thése
ont été réalisés avec un objectif 20X, 0.95NA, Xluan FI Olympus congu pour
l'infrarouge et 'immersion dans des milieux aque®a distance de travail est de 2mm. La
résolution latérale a été mesurée a 1,2um (a l'digiee lame) et la résolution axiale (en z) a
été estimée a 3,5fm

Les études sur cultures cellulaires ont été rédis&ec un objectif 60x (Olympus LUM Plan
FI /IR ; NA=0.90) et les études sur fenétres dessavec un objectif 10x (Olympus UM Plan
FI ; NA=0.30).

5.1.4 Acquisition du signal
La fluorescence émise est récupérée en épicolteptics dirigée sur un coin de cube a l'aide
d’'un miroir dichroique transmettant le faisceauetasl’excitation et réfléchissant les
longueurs d’ondes de fluorescence (coupure a 665fmis coins de cubes différents ont été
utilisés au cours de ce travail. Leurs différertagactéristiques sont reprises dans la figure
5.2. Il est également important de noter qu'une eleonfiguration (Rhodamine/SHG) existe
en rajoutant un filtre supplémentaire (590HP) eédafiguration Visible/SHG.
Par la suite nous nous référerons aux appellasonsantes pour indiquer la configuration
utilisée :

- Rhodamine/FITC : HQ535/30, 585DCXR, HQ620/60.

- Visible/SHG : 405/40, 440DCXR.

- Rhodamine/SHG : 405/40, 440DCXR, 590HP.

- Rhodamine/Hoechst : HQ480/60, 515DCLP, HQ630/60.
Des filtres sont également en sortie du coin de@flm de couper la réflexion du laser. Ces
filtres passe-bas sont soit un 710ASP, soit un BG39
Les photons sont ensuite collectés sur des PMTarrea dont I'amplification (gain) et
I'offset sont réglés par des potentiometres loéalsur un boitier externe. L’offset est réglé de

facon a ce que le nombre de photons détectésrsati@pde zéro lorsque le laser est coupé.
L’échantillonnage est réglé de facon a avoir desgies de 512x512 pixels. Il est cependant

possible de zoomer en utilisant I'interface Biorkd.taille des images obtenues en fonction

du zoom est donnée dans le tableau 5.1.
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La durée d’acquisition d’'une image est de I'ordee0®s. Les images sont codées en 8bits par
l'interface Biorad (convertisseur analogique/numée) ; cependant l'acquisition est
également possible en 12bits via un interfacagemétent développé. L'intégralité des

images présentées ici ont été réalisées en 8bisn®eaux de gris).

Zoom Echelle de I'image obtenue
1x 598 x 598 um
1.5x 398.6 x 398.6 um
2X 299 x 299 um
3x 199 x 199 pm
Ax 149.5 x 149.5 uMm
5X 119.6 x 119.6 ufMm

Table 5.1 : Taille des images obtenues en fonctiglu zoom sélectionné sur I'interface Biorad et
avec |'objectif 20x.

5.1.5 Interface informatique

La figure 5.3 détaille les différentes fonctioniedi de l'interface Biorad. L'affichage des
images obtenues a partir des photons captés pdelesPMTs est présentée en temps réel.
Une addition des deux voies « merge » est égalepnepbsée afin d’avoir une premiére idée
de la colocalisation de certains signaux. Le régldg la puissance du laser (avec ou sans
déclenchement, c'est-a-dire changement de puissaroe chaque image et non en cours
d’acquisition) ainsi que certains traitements dges par le logiciel ImageJ (v.1.36b) sont

réalisés sur un second ordinateur en interface lavegiciel Biorad.
5.2 Imagerie des Tissus Cérébraux

Au cours de cette partie, nous verrons en détaihdédhodologie pour la réalisation d’'une
imagerie des capillaires corticaux, la mesure degdaméabilité de la BHE et enfin le

marquage des astrocytes en intravital.

5.2.1 Microvascularisation cérébrale

L’'imagerie des vaisseaux du cortex cérébral paraaapie biphotonique intravitale a été
utilisée par de nombreuses équipes (voir 4.6.68)méthode consiste a injecter par voie

intraveineuse un colorant fluorescent qui va samdpe dans I'ensemble de la vascularisation
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de I'animal. Le cortex cérébral est une zone tiélseren capillaires (775.8 vaisseaux/mm
dans le cortex pariétal chez le rat Sprague-Daffleyi33 vaisseaux/mmdans le cortex
pariétal chez la souris nui@é®. La reconstruction de I'arbre vasculaire en trbisensions est
également possible.
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e =il Figure 5.3: Interface Biorad et interface de réglage d

Variation de puissance la puissance laser.
AWEC DECLENCHEMENT En haut I’acquisition des différentes images est réalia
s | Ry | l'aide du logiciel propriétaire Biorad permettariblotenir
] i) en temps réel des images a partir dmux PMTs

1 L’exemple cidessus a été réalisé lors d’'une imagerie
vascularisation cérébrale avec injection de Rhodani
dextran 70kDa (voie de gauche) et de FITC dextidda:
(voie de droite). Une troisieme fenétre permet tBaly une
combinaisondes deux précédentes images. Le zoon
profondeur ainsi que les parameétres d'acquisitiont
réglés sur le panneau de droite. Cependant leegdimffset
Sompiement 42 noMieRRIC des PMTs sont commandés a partir d’'un boitier gépar

A gauche : logiciel développé au laboratoat installé s

Puissance incidente
1

Puiszance incidente
%

S un second ordinateur permettant de régler la pugssal
laser par pas de 10%. Le réglage « avec déclenctieme
e . lance le changement de puissance entre l'acquisdie
% deux images de fagon a ne pas avoir de changem
2 21 milieu de l'acquisition d’'une image.

% Les valeurs sont données en vaisseaux/oanréalisées sur des coupes histologiques.
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Sur notre installation, il est possible d’'obsenes capillaires jusqu’'a une profondeur de

600um sous la dure-meére. Cependant, il s'agit dpnodondeur maximale ne pouvant étre

atteinte que dans certaines conditions :

le colorant doit présenter une bonne section efficiabsorption a deux photons ainsi
gu’'un bon rendement quantique.

le colorant doit avoir une longueur d’onde d’énvssidécalée dans le rouge. Plus la
longueur d’onde des photons de fluorescence sengee&l moins la diffusion et
I'absorption par les tissus sera forte. Les rhodasisont un bon compromis pour ce
type d’application.

le choix du modéle animal est crucial. Nous ava@$é&pé la souris comme modéle sur
la base de la faible épaisseur et la faible opat#tésa dure-mere. Les observations
menées sur rats requiérent dans la majorité dedecetirer la dure-mére pour obtenir
une profondeur d’observation acceptable.

I'animal doit étre jeune. Nous avons constaté gseobservations les plus profondes
étaient réalisées sur de jeunes souris (entre32retis). Au-dela, une opacification du
parenchyme cérébral a été notée.

la puissance d’excitation du laser est égalemeipanametre important.

En pratique, la majeure partie des observatiora gascularisation cérébrale effectuées dans

ce travail a été réalisée entre 0 et 400um sodsr&zmere au niveau du cortex pariétal.

La procédure d’imagerie de la vascularisation a@&lébpar microscopie biphotonique

intravitale a été couplée dans la majorité des rpees a des mesures de la perméabilité de

la BHE. La méthodologie sera donc décrite en ddtaik le paragraphe suivant.

5.2.2 Perméabilité de la BHE

Suite a une irradiation ou dans certaines conditig@atho)physiologiques, la BHE peut étre

lésée. La mesure de sa permeéabilité par microscbgbotonique intravitale permet

d’apporter des informations précises sur des nmaadifins pouvant étre locales. Serduc et al.

ont par exemple montré une augmentation de la @bifité de la BHE au niveau du passage

des microfaisceaux aprés MRT (dose 1000Gy, lardesrfaisceaux : 25um, distance pic a

pic : 211umj . Cette observation est possible par I'injectiomdtanée de deux colorants

par voie intraveineuse.
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Nous ne présenterons ici que la méthode permettantesurer la perméabilité. L'application
a l'étude de la PAT-Plat sera exposée dans le thapi

5.2.2.1Matériels & Méthodes

5.2.2.1.1 Préparation des animaux

L’induction de I'anesthésie est réalisée dans w@ye d’induction a I'isoflurane (5%) pendant
45 a 60s. La téte de I'animal est ensuite posiensur un cadre stéréotaxique, 'anesthésie
étant maintenue a I'aide d’'un masque délivrantal286 d’isoflurane dans un mélange gazeux
(30% Q, 70% NO). Ce type d’anesthésie s’avéere étre le plus ctatite pour I'animal et
I'utilisateur. Une anesthésie prolongée est réallésavec la possibilité de I'adapter au cours
du temps. De méme lisoflurane mélangée avec léopyde d’azote permet d’obtenir des
mouvements respiratoires moins saccadés et en queege moins dartefacts de
mouvements sur les images.

Une fois positionnée sur le cadre stéréotaxiquetéta est immobilisée par des barres
bloquées sous les bas-joues en prenant soin deasmecrper de compression des voies
respiratoires. Une incision d’approximativement ldenlong est alors pratiquée sur le scalp.
Le périoste est alors retiré délicatement a I'aideotons-tiges.

Une craniotomie de 3mm de large est alors réaliseverticale du cortex pariétal gauche a
'aide d’'une perceuse équipée d'une méche de O.@lmrdiameétre. L'os est ensuite retiré
délicatement et du liquide physiologique (solutida NaCl a 0.9%) est immédiatement
déposé a la surface du cortex exposé afin d’éwatdrdesséchement.

L’ensemble de la partie chirurgicale est réalisésson macroscope (Leica MZ6). Avant de
commencer la phase d’injection, il est égalemenfigégu’aucune hémorragie n’est présente

sur la surface de la zone a étudier.

5.2.2.1.2 Injection des colorants

Un cocktail de 100ul d'une solution de RhodamineisBthiocyanate dextran (70kDa,
100mg/ml, Sigma) et de 100ul d’'une solution de Fide€xtran (4kDa, 100mg/ml, Sigma)
dans une solution de NaCl a 0.9% sont injectés daasveine caudale. L'animal est ensuite
positionné sous I'objectif du microscope qui esicgl en immersion dans la solution saline a
la verticale de la craniotomie. La mise au pointeffectuée en microscopie de fluorescence
classique. L'observation du déplacement des glasbedguins dans les vaisseaux se trouvant

au niveau des méninges permet de régler le nivealéplart et de faire la mise au point.
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5.2.2.1.3 Protocole d’observation

La fluorescence émise par les deux colorants gstig& simultanément par les deux PMTs en
utilisant le coin de cube Rhodamine/FITC. Il estsaipossible d’'imager leur répartition
(uniquement intravasculaire ; intravasculaire ehsdée parenchyme cérébral ; uniquement
dans le parenchyme cérébral). Les deux colorardastayes poids moléculaires différents
(4kDa = faible poids moléculaire ; 70kDa = hautdsoimoléculaire), il sera possible de
déterminer pour quelle gamme de poids molécultar&HE est perméable.

Afin d’augmenter la reproductibilité statistiqueslimages sont acquises sur cing zones bien
distinctes de la craniotomie, a des profondeumntltle 0 a 400pum sous la dure-mére. La

longueur d’onde d’excitation est réglée a 800nm.

5.2.2.1.4 Validation de la méthode
La méthode a été validée sur des souris nude s@inB} et sur des souris nude dont la BHE
a éeté lésée localement par I'application répétéeaiets de pression a la surface du cortex

expose a I'aide d’'un coton-tige imbibé de liquidg/giologique (n=5).

5.2.2.2Résultats

Sur I'animal sain n'ayant subit aucune altératienalBHE, les deux colorants restent dans le
volume vasculaire (Figure 5.4 A-C). Cependant, cleszanimaux ayant une lésion de la
BHE, le colorant de faible poids moléculaire (FIdéxtran 4kDa) est sorti du volume
vasculaire et s’est répandu dans le parenchyméraér€ertains spots noirs sont dans ce cas
visibles dans les tissus cérébraux (Figure 5.4 DHFy’agit de corps cellulaires dont la
membrane est imperméable au FITC-dextran. Il eateégent intéressant de noter que le
colorant de haut poids moléculaire est resté damsllme vasculaire. Nous pouvons donc en
conclure que la BHE est, dans ce modele, perméabtkes molécules de faible poids
moléculaire (au moins inférieur ou égal a 4kDa). BEHE demeure imperméable aux
molécules de haut poids moléculaire (au moins seyéou égal a 70kDa).

Enfin, I'absence d'infiltration du colorant de hapbids moléculaire permet d’invalider
I'hnypothése de linfiltration de colorant suite aeu hémorragie. Dans ce cas, les deux

colorants seraient sortis du volume vasculaire.
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Rhodamine B dextran 70kDa FITC dextran 4kDa Merge

Control

Control
(BBB disruption)

Figure 5.4 : Mesure de la perméabilité de la BHE pamicroscopie biphotonigue intravitale.

Les souris ont recu une injection d'un cocktaild#x colorants (Rhodamine B dextran 70kDa et
FITC dextran 4kDa) par voie intraveineuse et laroviascularisation cérébrale a été imagée. Chez des
animaux sains, les deux colorants sont restésldarmdume vasculaire (control — A, B, C). Chez des
animaux dont la BHE a été Iésée par contraintesanigges (control (BBB disruption) — D, E, F), le
colorant de haut poids moléculaire est resté enavasculaire tandis que le colorant de faible poids
moléculaire s’est infiltré dans le parenchyme céxklies taches noires indiquées par des fleches
représentent les cellules se trouvant dans le tiésgbral n'ayant pas été marquées par le colorant
extravaseé. Les images présentées dans cette figtiété acquises a une profondeur de 150um sous la
dure-mére avec le coin de cube Rhodamine/FITC.

5.2.2.3Discussion

5.2.2.3.1 Choix des colorants

Lors de précédents travaux menés au laboratoineesaire de la perméabilité de la BHE avait
été réalisée avec deux autres colorants : la sulftamine B (SRB, 560Da) et le FITC-
dextran (70kDdj' **. Cette méthodologie permet d’avoir des informatidiune plus grande
précision car I'un des deux colorants présente aidspmoléculaire bien inférieur au notre
(FITC dextran 4 kDa). Cependant, il a été obsehaz des animaux sains que la SRB avait
tendance a sortir du volume vasculaire a partir3@ea 40 minutes apres linjection
intraveineuse. Lors de la réalisation de nos prezgieéxpériences, nous avons pu constater
gu’'au bout d’'une heure, la coloration due a la SRRBenait importante dans le parenchyme
cérébral mettant en évidence un grand nombre gmt8 $ noirs (corps cellulaires) mais

également certaines cellules qui semble capteRB ®ous reviendrons sur ce dernier point
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dans le paragraphe 5.2.3). Nous avons donc dé&déhdnger de colorant afin de nous
affranchir de cette infiltration qui peut poser gesblémes dans linterprétation d’'images
obtenues plus de 30 minutes apres l'injection désrants.

Pour déterminer le nouveau couple de colorantsliaewf nous avons di répondre au cahier
des charges suivants :

- trouver un colorant de haut poids moléculaire (alentours de 70kDa) permettant
d’acquérir un signal exploitable jusqu’a des prafemrs de 400um. Nous en avons
sélectionné deux: le FITC dextran 70kDa déja adtilidans les précedentes
expérimentations et la Rhodamine B dextran 70kDa.

- trouver un colorant de faible poids moléculairetraversant pas la BHE de facon
passive au bout d’'un certain temps comme c’esasepour la SRB. Notre choix s’est
porté sur le FITC dextran 4kDa qui est la molédilderescente (de type FITC ou
Rhodamine B) couplée a un dextran dont le poidgoubhire est le plus faible.

Le choix des colorants utilisés dans I'ensembleakeexpérimentations sur la BHE s’est donc
porté sur la Rhodamine B dextran 70kDa et le FI€gn de 4 kDa.

5.2.2.3.2 Intérét de la méthode

L’acquisition simultanée de la fluorescence émiaelps deux colorants permet a la fois de
tester la perméabilité de la BHE pour des molécdiegoids moléculaires différents mais
également de détecter d’éventuelles lacunes dasd’ vasculaire.

Aucune sortie des colorants hors du volume vaseutda été constatée jusqu’a deux heures
apres l'injection (aucune observation n’a été séaliau-dela).

Le principal inconvénient est le fait de ne pasimaddnformations sur la perméabilité de la
BHE pour des molécules avec un poids moléculaiéigur a 4kDa. Malgré cela, il apparait
que cette méthode est trés reproductible et leevasbix proposé par Sigma en termes de
molécules couplées a des dextrans et de poids uhaiks différents (4, 10, 20, 40, 70, 150,
250, 500 et 2000 kDa pour le FITC; 10 et 70 kDarpa Rhodamine B) peut permettre

d’affiner la mesure de la perméabilité.

5.2.3 Marquage des astrocytes

L’observation des astrocytes par microscopie biphigue intravitale a déja été décrite par
I'utilisation notamment de souris transgénidefesu par I'injection locale dans le parenchyme
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cérébral de sulforhodamine 101 (SRZ&1)Cependant, de telles observations sont soit
colteuses (animaux transgéniques), soit invasivae (njection locale de SR101 dans le
parenchyme cérébral peut générer des Iésions efienaxbrtains parametres physiologiques).
Nous avons pu mettre en évidence que la SRB iggxé voie intraveineuse peut traverser la
BHE et marquer les astrocytes. Nous allons maintemaus attacher a décrire cette méthode

de coloration et les conditions dans lesquelles fiamons découverte.

5.2.3.1Découverte de la coloration des astrocytes par |adRB.

Au cours des travaux de thése de Raphaél Serdie Rascale Vérant qui utilisaient la SRB
pour mesurer la perméabilité de la BHE > *] il avait été noté que dans les régions ou la
SRB sortait du volume vasculaire (c'est-a-direlsysassage des microfaisceaux a 1000Gy),
certaines structures ayant une forme arrondierétenarquées. La nature de ces structures fut
longtemps débattue et I'hypothése fut émise quiilirpait s’agir d’astrocytes ou de cellules
microgliales. A ce jour, la question demeure enaareerte car il est difficile de savoir si la
pénétration du colorant dans de nombreuses cebulele passage des microfaisceaux est du
a une affinité du colorant pour les cellules owngfiet de I'irradiation. Cependant, I'idée que
la SRB pourrait avoir une affinité pour les asttesyfut avancée.

Au début de ce travail de these, lors de la raadisales expériences pilotes pour la mise en
place de la méthode de mesure de la perméabilita dBHE, les premiers essais furent
réalisés avec la SRB comme colorant de faible pwoidculaire. Il fut constaté que la SRB
traversait la BHE de facon passive au bout de 30 éninutes et colorait certaines cellules
dans le parenchyme cérébral. La morphologie de amlhkiles présente de grandes
ressemblances avec celle des astrocytes et notamuahennombreuses extensions
cytoplasmiques dont certaines sont en contact Egecapillaires sanguins. Si elle s’avérait
exacte, cette méthode de coloration des astrogytésenterait le double intérét d'étre
faiblement invasive (une injection intraveineus#iget peu colteuse. La caractérisation de

la SRB et la validation de la méthode fut alorgegpnise.

5.2.3.2Matériels & Méthodes

Les caractéristiques de la SRB furent évaluées danmsemier temps (fixation a I'albumine,
cinétique d’élimination). La vérification de la sjfécité fut ensuite réalisée par des essais sur

cultures cellulaires et par des observations mdoghgues.
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5.2.3.2.1 Liaison de la SRB a I'albumine

La fixation de colorants a I'albumine empéche Ipassage au travers de la BHE (la méme
constatation a été réalisée pour le passage deesahpimiothérapeuthiques, voir 2.2.1). Afin
de mesurer la fixation de la SRB a l'albumine, go&ution d’albumine (30g/I ; Molekula,
Germany) est préparée dans un tampon phosphat®é/a l0a SRB est ensuite déposée a une
concentration finale de 0.2g/l. La solution aingée est dialysée pendant 24h a 37°C dans
une poche a dialyse en cellulose (coupure : 10Q0B}sher Scientific AG, Germany). La
concentration en SRB dans la dialysat est enfinundesa I'aide d’'un spectrophotométre
(Lambda 9, Perkin Elmer, USA). Les contrbles s@allisés avec une solution de SRB sans

albumine.

5.2.3.2.2 Elimination de la SRB

Pour étudier I'élimination de la SRB du compartitneasculaire, les souris (Swiss/IOPS
CD1; 38 - 43g ; n=2; Charles River France) somisthésiées par un mélange isoflurane / air
(5% pour I'induction, 2% pour le maintien). Un catiér est positionné dans la veine jugulaire
et 100ul d’'une solution de SRB (5mg/ml dans unatsmi de NaCl a 0.9%) sont injectés.

Sur une période de 3h aprés l'injection, des pa#ftants sanguins de 40ul sont effectués a
intervalles réguliers. Les prélévements sont dik@dois dans une solution de NaCl 0.9%
héparinée. Un millilitre de chaque échantillon essuite centrifugé et I'absorbance du

surnageant est mesuré a 568figontre une solution de NaCl 0.9% héparinée.

5.2.3.2.3 Cultures primaires d’astrocytes

Les cultures primaires d’astrocytes ont été réadiggar Jean-Christophe Deloulme selon la
méthode décrite par Raponi efal

En résumé, les hémisphéres cérébraux de souriceawsellement nés (P2 ; Charles River
France) sont séparés et dissociés par trypsinatioantraintes mécaniques dans une solution
de Hanks. Les cellules microgliales sont retiréesi@osant la suspension cellulaire sur des
boites de Pétri sam®atingpendant 15 minutes. La suspension cellulaire resiiee repiquée
dans des tubes Falcon sammatingdans une solution de DMEM supplémentée avec 10% de
sérum de veau foetal.

Apres 4 jours d’incubation, les progeéniteurs d'otigndrocytes et les neuroblastes
(précurseurs des neurones) poussant a la surfdeecdeche d’astrocytes en développement

sont retirés par lavage. Le pourcentage de cela&® que des astrocytes est estimé a 2.5%.
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5.2.3.2.4 Cultures primaires de neurones

Les cultures primaires de neurones ont été réaliséeFlavie Strappazzon et Yves Goldberg
selon la méthode décrite par Trioulier ét'al

En résumé, les cervelets de souriceaux nouveauférjésrs ; S/IOPS NMRI ; Charles River
France) sont retirés et coupés avant d’étre incpbadant 10 minutes a 37°C dans 0.25% de
trypsine EDTA dilués dans du DMEM. Les cerveletatsensuite dissociés par contraintes
mécaniques et les cellules sont centrifugées pérwam a 500g. Les cellules sont ensuite
ensemencées dans des boites recouvertes de pgdre-et incubées a 37°C dans du milieu
K25+S. Un jour plus tard, une solution de cytodire- arabinoside (10uM ; Sigma) est

ajoutée dans le milieu pour empécher la prolifératie cellules autres que des neurones.

5.2.3.2.5 Etudes menées sur cellules

Cing microlitres d’'une solution de SRB (10mg/minsajoutés dans les boites contenant les
cellules (volume de milieu: 5ml). Les observatians été réalisées sur linstallation de
microscopie biphotonique décrite précédemment. jecif utilisé est le 60x qui est immergé
dans le milieu de culture. L’acquisition s’est ddée de 3 minutes a 2 heures aprés la mise en
présence avec le colorant. L'observation des nogallulaires a été réalisée suite au dépbt de
40ul d’'une solution de Hoechst 33342 (Img/ml; Signie coin de cube utilisé est le
Rhodamine/Hoechst. Les observations ont été résliséir 6 boites différentes pour les

astrocytes et 3 boites différentes pour les negrangc une excitation a 800nm.

5.2.3.2.6 Etudes intravitales

Les études intravitales ont été réalisées sur ai@sssnude (n=4 ; Charles River France). Les
animaux ont été brievement anesthésiés par un geelaaflurane / air (2%) afin de permettre
I'injection de 50ul d’une solution de SRB a 10mg#thahs une solution de NaCl 0.9% dans la
veine caudale. Deux heures aprés l'injection, ffaaliest a nouveau anesthésié par inhalation
d’isoflurane et une craniotomie est réalisée addicale du cortex pariétal (pour plus de
détails, voir 5.2.2.1.1). Dix minutes aprés la gigie, 100l d’'une solution de FITC dextran
70kDa (100mg/ml dans une solution de NaCl 0.9%) sojectés dans la veine caudale.
L’objectif du microscope est placé en immersioraaslirface du cortex exposé. La phase
d'imagerie a lieu entre 2h30 et 5h apres l'injaettide la SRB. La longueur d’onde

d’excitation a été réglée a 800nm.
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5.2.3.3Résultats

5.2.3.3.1 Caractérisation de la SRB

Apres 24h de dialyse de la solution contenant IB 8R’albumine, une fraction dialysable de

la SRB égale a 0.6 a été mesurée. Cela signifielajumeajorité des molécules de SRB se
trouvant dans le sang ne sont pas liées a I'albeigirpeuvent donc passer la BHE. De fagon
plus surprenante, le contrdle réalisé sans alburaimaontré une fraction dialysable plus

faible. Cela pourrait s’expliquer par le fait gu'eolution aqueuse, la SRB a tendance a
s’agréger pour former des diméfésL’albumine semble étre un moyen d'éviter cette
dimérisation.

L’élimination de la SRB semble suivre une décraissaexponentielle (Figure 5.5). Cette

élimination est réalisée majoritairement par lemsggune forte coloration des urines est
visible). Il a également été remarqué a I'autopsie coloration de la lumiére intestinale au

niveau du duodenum. Il semble qu’'a ce niveau la $HBse étre extraite du sang. Cette

observation nécessite de plus amples investigatjons’ont pas encore éte réalisees.
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Figure 5.5 : Cinétique d’élimination de la SRB apré une injection intraveineusel a cinétique a

été réalisée sur une période de trois heures #mijestion d'un bolus de 100ul d’'une solution de
SRB a 5mg/ml. La concentration en SRB (axe desrorées) est donnée en grammes par litre de
sang. Une courbe (C = 0.35 (0.68e(-x/3.5)) + 0.X7&Q) + 0.045) a été ajustée sur les données d'une
souris (carrés noirs).
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5.2.3.3.2 Caractérisation des cellules marquées par la SRB

Deux heures trente apres I'injection de SRB, unguage est observé dans certaines cellules
du cortex. Ce marquage est présent dans le cytoplasais également dans le noyau ; il est
toujours détectable 5h apres l'injection. La SR&oac bien la propriété de traverser la BHE
de maniéere passive. Les cellules ayant capté la [gRBgent une morphologie proche : une
forme étoilée avec de nombreuses extensions cgtioplas dont certaines sont en contact
avec les capillaires sanguins. Ces caractéristigomiscelles des astrocytes.

De méme, une densité de cellules marquées de’ldellGles/mni est observée dans la zone
se trouvant entre 80 et 120um sous la dure-méeraniéijahn et al. ont trouvé une densité
astrocytaire proche de nos valeurs : 14.2 cilules/mmi dans la couche II/lll du cortex de
souris*® (niveau équivalent a nos observations) (Figurg 5.6

Les expériences menees sur cultures cellulairesremdrque la SRB reste extracellulaire pour
les cultures primaires de neurones mais va maittuoigygralité des astrocytes (cytoplasme et
noyau) dans les cultures primaires d’astrocytegufiei 5.7).

L’ensemble de ces arguments morphologiques etdeaise menés sur cultures cellulaires

laissent & penser que la SRB pourrait marquergmnfgpécifique les astrocytes.
5.2.3.4Discussion

5.2.3.4.1 Passage de la BHE

Avec les observations précédemment menées lorsadaide en place de la méthode
d’'observation de la perméabilité de la BHE, noséegmces montrent que la SRB peut
traverser de facon passive la BHE. La mesure dificeat de partition eau/octanol qui
permet de prédire le comportement d’'une molécutegg@port a la BHE donne un coefficient
de 0.017°. Cette faible valeur signifie que le passage dBH& devrait étre trés lent. Nous
devons en effet attendre 30 a 40 minutes avantétiectdr la SRB dans le parenchyme
cérébral. Une observation 2h30 apres l'injectiomsnparait étre un bon compromis pour
avoir un bon contraste.

Nous avons également réalisé une observation I&$eyres l'injection ; aucun marquage
n'a pu étre détecté, suggérant que la SRB pouviditttre dégradée par les astrocytes, soit
étre excrétée et éliminée par un autre systemeer@ept, les conclusions de cette expérience

réalisée sur un seul animal ne doivent étre pgsé&stitre indicatif.

%9 Méthode « shake-flake » ; préconisée par 'OE@B, guideline 107, decision of the council C(81)igal,
1981.
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Figures 5.6 : Marguage en intravital des astrocytepar la SRB. On remarque les nombreuses
extensions cytoplasmiques des cellules marquéeta @iRB (en rouge) qui ont tendance a aller se
placer au contact des capillaires sanguins (enejaubes images ont été acquises a diverses
profondeurs entre 50 et 200um sous la dure-meéngtiésant le coin de cube Rhodamine/FITC. Le
FITC dextran 70kDa reste intravasculaire et segp&rer les vaisseaux sanguins.

Figure 5.7 : Tests de la SRB sur cultures primaired’astrocytes (A) et de neurones (B).
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Une nouvelle vague d’observations sur plusieursnaok assurerait une reproductibilité

statistique pour confirmer ces hypotheses.

La sortie de la SRB du volume vasculaire pourrgal@nent étre di a I'acte chirurgical. Cette
hypothése peut toutefois étre écartée car l'irgect lieu 2 heures avant la réalisation de la
craniotomie. En se basant sur les données délimmade la SRB (figure 5.5), la

concentration en SRB dans le sang est a ce monasrfatble (0.02g/l).

5.2.3.4.2 Spécificité du marquage

La spécificité du marquage a été démontrée ici eéaexdmanieres différentes: par des
constatations morphologiques et par des étudesutiures cellulaires.

La morphologie des cellules marquées est tres prdehcelle des astrocytes, les extensions
cytoplasmiques en contact avec les capillaires $gmtjues d’'une interaction astrocyte-
vascularisation pour former la derniére partieadBHE.

De méme, la densité de cellules marquées que naus abservé est proche de la densité
astrocytaire décrite par Nimmerjahn et al. poutecebuch&®.

Les études sur cultures cellulaires n'ont été séaB que sur neurones et astrocytes,
confirmant nos précédentes observations. Cepernidastles types de cellules gliales n’ont
pas été explorés. En effet, nous n'avons pas ps pmcurer de cultures d’oligodendrocytes
ou de cellules microgliales. Cependant leur derdatés la zone du cortex que nous avons
observé est moindre et la morphologie des cellolesquées est différente de celle d'un
oligodendrocyte ou d’une cellule microgliale.

Afin de confirmer la spécificité de notre marqualgepreuve définitive pourrait étre apportée
par l'utilisation d’animaux transgéniques. En rgalfit une expérience en intravital dans les
mémes conditions que décrites précédemment et samvamnt simultanément la fluorescence
émise par la SRB et la fluorescence émise par totéipe fluorescente uniguement localisée
dans les astrocytes (une GFP sous le controleaingteur de la GFAP par exemple), il serait
possible de vérifier si les signaux colocalisenh &as de colocalisation, une preuve

supplémentaire de la spécificité pourrait étre aj@@o

5.2.3.4.3 Intérét de la méthode

Cette méthode de coloration des astrocytes paRBa@ésente de nombreux avantages.
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D’une part elle est faiblement invasive et l'inject intraveineuse permet un marquage
uniforme du parenchyme cérébral, notamment dacsriex ou la densité capillaire est trés
élevée.

La forte solubilité de la SRB dans I'eau permen@cter desolus de colorant fortement
concentrés. La toxicité de la SRB est tres failflgrha-Aldrich MSDS) ; sa DL50 est de
10300 mg/kg (a titre de comparaison, les injectipragiquées dans nos expériences sont de
22 mg/kg). Sur des animaux porteurs de fenétremierAes en quartz, des études
longitudinales sont possibles.

Enfin, un intérét supplémentaire peut étre d'wilisce marquage sur des animaux
transgeéniques qui expriment des protéines fluorgesedans d’autres types cellulaires. Il sera

alors possible d'imager les interactions entre2déhts types cellulaires.
5.2.4 Conclusions

Nous avons ainsi développé deux méthodes permetiamger en intravital la perméabilité
de la BHE et la morphologie des astrocytes. Nougmnerons dans le chapitre 6 sur la mesure
de la perméabilité.

Le parenchyme cérébral permet I'observation dectiras jusqu’a des profondeurs de 600um
sous la dure-mére. Il est un modéle de choix peurdéveloppement de techniques
angiographiques et une premiére étape dans laeniggace de I'angiographie tumorale qui
présente des obstacles supplémentaires, notamantemtd densité cellulaire qui empéche des
observations au-dela de 200um et la forte perm#abliés capillaires qui entraine une fuite

des colorants.
5.3 Imagerie de la Vascularisation Tumorale

Nous venons de voir que la microscopie biphotonigtravitale est un outil particulierement
adapté a limagerie de la vascularisation du cortrébral avec une résolution
micrométrique. Afin de mieux caractériser les affée la PAT-Plat sur la vascularisation du
gliome F98, nous allons maintenant voir commentsrewns déterminé le modele animal le
mieux adapté et les conditions nous paraissant @mptimales pour I'observation des

vaisseaux tumoraux.
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5.3.1 Greffe orthotopique du gliome F98

Une greffe orthotopique de cellules de gliome F38npet d'avoir une tumeur qui se
développe dans son environnement (patho)physialegigormal, c'est-a-dire dans le
parenchyme cérébral. Cependant pour étre obsereabheicroscopie biphotonique, elle doit
pousser dans le cortex cérébral, a une profonadérieure a 600um qui est la profondeur
limite d’observation. Dans l'idéal, la tumeur devétre présente des 200um afin d'imager au
mieux une plus grande partie de la zone périturaoral

Si ces constatations apparaissent séduisanteausilges sur le papier, en pratique elles sont
extrémement difficiles a mettre en place pour jguss raisons :

- bien que réalisée en conditions stéréotaxiques aeedaibles volumes et une
trépanation d’'un diamétre a peine supérieur a agui'aiguille d’injection (pour le
détail du protocole chirurgical, voir 6.3.1.1) nféction des cellules tumorales a une
profondeur inférieure a 1mm sous la dure-meére ®Brrguasi inévitablement un
reflux. Certaines cellules tumorales vont alorgosaliser au niveau des méninges. La
modélisation s’en trouve modifiée.

- le fait qu'une partie de la tumeur pousse au nivdas méninges peut entrainer
'adhésion du néoplasme au périoste. Lors de lased@mn de la craniotomie pour
I'observation en microscopie biphotonique, la tumgeut soit rester accrochée a I'os
qui est retiré, soit entrainer une hémorragiediéiment contrélable.

Nous avons réalisé de nombreuses tentatives afinetige en place ce modéle orthotopique.
Toutes se sont soldées par un échec, di dans ¢aitdaies cas a une adhésion de la tumeur a
I'os. Nous avons donc décidé de développer un amt@ele animal qui ne présente pas ces
problémes.

Malgré tout, la piste orthotopique n’est pas a doaner définitivement. La réalisation d’'une
fenétre cranienne (voir 4.6.6.1) au moment de ditipn des cellules tumorales peut
supprimer le probleme de l'adhérence de la tumedlos et peut permettre un suivi
longitudinal. De méme, une augmentation de la gi$éale la solution d’injection contenant
les cellules tumorales (par ajout d’agarose pamgie) peut atténuer le phénomeéne de reflux.
Nous avons cependant volontairement écarté laigolute la réalisation d’'une fenétre
cranienne pour plusieurs raisons :

- la difficulté de réaliser une dosimétrie par laelors des irradiations.
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- la lourdeur chirurgicale qui empéche de réalisee uarge cohorte d’animaux
nécessaire pour avoir des résultats représentatifs.
- lareproductibilité dans le développement de lagum
Enfin, la greffe d’'un petit explant de tumeur FO8galement été proposeée afin de pallier au
probleme du reflux. Cette approche a rapidement@éée a cause des lésions qui pourraient
étre causées lors des micro-incisions du parenctogngbral au moment de l'implantation

des explants. Ces lésions pourraient étre a lioeigiartefacts lors de I'observation.

5.3.2 Greffe hétérotopique du gliome F98 sous fenétre dsale

Les fenétres dorsales sont un modeéle de plus enuplisé en oncologie. Elles consistent en
la pose d’une chambre d’observation sur le dosodgeaurs par un repli de la peau. La peau
est retiré sur une face est remplacée par uneréedétquartz. La vascularisation au niveau du
dos étant bien développée, il est alors possibléég@ser un explant de gliome F98 entre la

lame et la peau et de réaliser par la suite un kngitudinal de I'angiogénése.

5.3.2.1Matériels & Méthodes

5.3.2.1.1 Mise en place de la fenétre dorsale

La souris est anesthésiée par inhalation d’isafleirél.5% dans 30% QO 70% NO ; 5%
d’isoflurane pour l'induction). Elle est ensuiteapée sur un support chauffant afin de
maintenir la température de I'animal dans des d¢mwd physiologiques pendant toute la
durée de l'intervention chirurgicale.

La peau est épilée au niveau du champ opératdiagda d’'une creme dépilatoire (Veet). La
creme est déposée pendant 3 a 4 minutes puiserétif&aide de cotons-tiges imbibés de
liquide physiologique.

A l'aide d’un fil de suture en soie, I'animal estspendu sur une potence en passant les fils
aux extrémités supérieures de ce qui deviendrarnétfe dorsale. La peau du dos doit étre
légerement tendue mais I'animal doit reposer s@olede la potence. La plaque arriére de la
fenétre dorsale est ensuite stérilisée par un baltool puis trois petites incisions sont
réalisées en vis-a-vis sur les deux faces de la pgdiée. La plaque arriére est positionnée en
faisant passer les vis par les incisions réalidégeg@eau est ensuite suturée a la plaque arriere
par les minuscules perforations prévues a cet. &fétide de ciseaux a bouts recourbés, une
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incision circulaire d’approximativement 1.5cm derdetre est réalisée sur une face de la
peau. Aprés le retrait de la peau, I'aponévrosesehiond feuillet de peau est délicatement
incisée. La plaque avant de la chambre est ensagiée, puis bloquée a I'aide de minuscules
ecrous sur les trois vis. Un antibiotique en pomenddcidine) est ensuite déposé. La fenétre
est ensuite remplie avec du liquide physiologioNaGl 0.9%) et une lamelle de quartz est
déposée avant d'étre bloguée a l'aide d'une baglaptéde. Un antalgique est ensuite
administré a I'animal. Le protocole chirurgical siique la formation nous ont été fournis par
Christine M'Rini — ITAV (Toulouse).

5.3.2.1.2 Implantation de la tumeur

Vingt quatre heures apres la pose de la fenétrsaltinrl’animal est & nouveau anesthésié par
une inhalation d’isoflurane. Il est nécessairetdtadre un délai de 24h pour vérifier si il n’y a
pas de développement d’'une infection ou d’une inffetion. La lamelle de quartz est retirée
et un explant de gliome F98 (volume : approximatieat 5 mm) est déposé & proximité

d’un vaisseau sanguin. La lamelle est ensuite Bpos

5.3.2.1.3 Suivi de l'angiogenése

A divers délais aprés I'implantation (J3, J6 et pb2r I'expérience présentée ici), I'animal
est a nouveau anesthésié par inhalation d'isofeuauis placé sous un macroscope (Leica
MZ6) sur lequel est installé un appareil photo nague (Pentax IstDI). Des photographies
de la vascularisation sont alors réalisées.

A J6, une injection d’'un cocktail de 100ul de Fl@€xtran 70kDa (100mg/ml) et de 50ul de
SRB (10mg/ml) dans une solution de NaCl 0.9% estis& dans la veine caudale. La
vascularisation est ensuite imagée par microscbjpblotonique intravitale comme décrit
précédemment avec l'objectif du microscope placénanersion a la surface de la lamelle.
L’objectif utilisé est un 10x (voir 5.1.3) avec ¢ein de cube Rhodamine/FITC ; la longueur

d’onde d’excitation a été réglée a 800nm.
5.3.2.2Résultats
Sur les macrophotographies, un début d’angiogéreste visible dés 3 jours aprés

limplantation de la tumeur. Un anneau trés riclmevascularisation avec certaines zones

hémorragiques est observable a J6 et a J12 (FagBlre
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La microscopie biphotonique intravitale met en @avane zone en bordure de tumeur
présentant un grand nombre de néo-vaisseaux aeearahitecture anarchique typique d’'une
angiogénese tumorale. Le FITC dextran 70kDa reates de compartiment intravasculaire

alors que la SRB en sort ce qui permet d’augméatewntraste.

5.3.2.3Discussions

La modélisation par fenétres dorsales présenteod@reux avantages pour une observation
en microscopie biphotonique intravitale, notammlensuivi longitudinal qui est facilité, la
possibilité d'observer directement I'angiogénesmdtale ainsi que les effets d’une thérapie
sur celle-ci.

Pour ce qui est des inconvénients, elle demeuregueite héterotopique, I'environnement
(patho)physiologique n’est donc pas respecté. Péapart, il est possible de suivre les
évenements précoces du développement tumoral nwase de la taille de la fenétre il est
impossible de travailler sur des tumeurs de plos golume.

Enfin pour des questions techniques, biologiquestlagues, la durée de vie d’'une fenétre
dorsale est de dix a quinze jours, limitant égalentes observations a plus long terme.
Malgré le fait qu’il se préte tres bien a la miaogie biphotonique intravitale, nous avons
écarté ce modele pour I'étude de la PAT-Plat ptusigurs raisons :

- la lourdeur de l'acte chirurgical empéche de tridetaisur une cohorte d’animaux
suffisante pour avoir une robustesse statistique.

- la dosimétrie ainsi que le protocole d'irradiatiest trés complexe a mettre en place.
D’autre part, les conditions d’irradiation et notaent les matériaux que doit traverser
le rayonnement synchrotron sont trés différenttad@alité (patho)physiologique. Ce
modele présente donc de nombreux biais.

- la durée de vie de la fenétre dorsale empéche Hesreations a long terme (> 2
semaines). Il est alors trés difficile d’évaluésdue du traitement.

Le développement d’un modéle permettant I'obtentiamformations sur des tumeurs de plus
gros volume, dans un environnement plus proche aleréhlité biologique et sans
I'interposition entre le faisceau et la tumeur deténiaux autres que biologiques nous est

apparu nécessaire.
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Figure 5.8: Greffes heterotopigues du gliom
F98 sous fenétre dorsale

A, B, C, D: photographies de la fenétre dors
le jour du dépét de I'explant de gliome F98 (A)
3 jours apres (B) 6 jours apres (C) et 12 jouL
apres (D). Omote le début d’'une angiogénes
proximité (B et C) et sur la tumeur (D) ainsi
le développement de certaines zc
hémorragiques.

E: Imagerie a deughotons de la zor
péritumorale aprés injection d’'un cocktall
SRB (rouge) et FITC dextran 70kDae(t) par
voie iv. On remarque la sortie de la SRB dar
volume extravasculaire. Les vaisseaux san¢
sont visualisés grace au FITC dextran qui r
intravasculaire. Une forte angiogénese
observable dans cette zone péritumorale
une tres forte densité en néo-vaisseaux. Image
1196x1196purh
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5.3.3 Greffes hétérotopiques du gliome F98 en sous-cutané

Une autre modélisation tumorale consiste a injeatexr suspension de cellules tumorales

(dans notre cas des cellules de gliome F98) enadasé dans le membre inférieur.

5.3.3.1Matériels & Méthodes

5.3.3.1.1 Mise en place du modéle

Les animaux sont trés brievement anesthésiés pariniralation rapide (1 a 2 minutes)
d’isoflurane (5% dans de l'air). Cinquante micna@g d’'une suspension cellulaire contenant
10° cellules F98 dans du DMEM sont ensuite injectéssens-cutané dans le membre
inférieur gauch®. Les animaux sont ensuite remis en stabulatiom poudélai variable en
fonction du volume tumoral que I'on souhaite étudie

Dans le cas de la mise en place du modele powxlasriences de microscopie biphotonique
intravitale, le délai entre I'implantation et I'cdawation est de I'ordre de 3.5 a 4.5 semaines.

Le volume tumoral est ainsi compris entre 480 €& B@T au moment de la phase d'imagerie.

5.3.3.1.2 Protocole d'imagerie

L’animal est anesthésié par inhalation d’isoflurdtiec% dans 30% £/ 70% NO ; 5%
d’isoflurane pour I'induction), puis le membre inur gauche est immobilisé dans de la pate
a moulage dentaire afin de réduire les mouvemenisés par la respiration. Au niveau de la
tumeur, la peau est soulevée a I'aide d’'une pisteme incision est réalisée afin de retirer un
disque de peau. La surface de la tumeur exposéeasiverte par une solution de NaCl a
0.9%.

Une solution de 100ul de FITC dextran 70kDa (100ntgdans du NaCl 0.9% est ensuite
injectée dans la veine caudale (il est égalemesgiple d’ajouter 50ul d’'une solution de SRB
a 10mg/ml dans la solution d’'injection. La SRB sartdu volume vasculaire et permettra
d’améliorer le contraste).

L’objectif du microscope est placé en immersion & solution saline se trouvant a la
surface de la tumeur. La forme arrondie de l'iransiéalisée auparavant permet de maintenir
le liquide. L’'observation est réalisée avec I'olijfe20x et le coin de cube Rhodamine/FITC

avec une longueur d’onde d’excitation de 800nm.

“0'La description de la préparation des cellules@eve dans la section 6.3.1.1.1
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5.3.3.2Résultats

La vascularisation tumorale est tres clairemenblsa des profondeurs allant jusqu’a 200um
sous la surface. Une étude morphologique met aetedge une architecture anarchique, avec
certains vaisseaux présentant des diameétres étgpépies d’'une angiogenese tumorale.
Cette méthode se préte donc tres bien a une oliservatravitale de la vascularisation

tumorale (Figure 5.9).

5.3.3.3Discussion

Comme nous venons de le constater, cette méthaaeepea’'observer la vascularisation
tumorale jusqu’a une profondeur de 200um sousrfacel Il s’agit d’'une performance bien
moindre que celle obtenue lors d’'une angiograpéiélrale. Cependant, les tissus tumoraux
sont denses et la diffusion ainsi que I'absorptienla lumiére sont beaucoup plus élevés
réduisant ainsi le signal détectable. Malgré cetaihformations morphologiques sont d’une
grande qualité et certaines mesures comme la ladgswaisseaux sont aisément réalisables.
L’injection sous-cutanée donne également des adsukeproductibles entre les animaux, avec
un acces facilité au volume tumoral. Il est aussssible d’obtenir rapidement une large
cohorte d’animaux permettant ainsi de faire desleduavec une bonne reproductibilité
statistique.

Lors du processus d'irradiation, la dosimétrie msaucoup plus aisée et des éléments autres
que biologiques (lamelles de quartz, métal, ...) @drguvent pas sur le trajet du faisceau
synchrotron.

Cette méthode présente cependant quelques incemenil s’agit toujours d’'un modele
héterotopique, donc présentant un environnemethdjzhysiologique différent de la réalité.

Il est également impossible de réaliser un suingiudinal. En effet, une fois l'incision
réalisée et I'observation en microscopie biphotoaimtravitale effectuée, I'animal doit étre
euthanasié. La suture apres la période d'imagerse & la fois des problémes en terme de
stérilité (les expérimentations sont réaliséesssurris nude qui y sont tout particulierement
sensibles) et d'artefacts (la suture et I'obseoratijui 'ont précédé peuvent générer des
modifications physiologiques locales, sources dshi

Malgré ces deux inconvénients majeurs, c’est ceaheagie nous avons décidé d’utiliser pour

'ensemble de nos études.
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Figure 5.9 : Imagerie de la vascularisation du glime F98.

A. Aprés injection de SRB (rouge) et acquisitiomsitanée du signal SHG (vert). On note une forte
dilatation d’'un vaisseau en zone peritumorale @Giterde la fleche). Largeur de l'image : 600um ;
acquisition avec le coin de cube Rhodamine/SHG.

B. Aprés injection de SRB (rouge) et FITC dextr&kDa (vert). On remarque que la SRB sort du
volume vasculaire et rentre dans les tissus. Elequoe également certaines structures dans la
membrane du vaisseau (nous verrons par la suitestagit de fibres élastiques). Un vaisseau non
perfusé est également visible (haut). Image acqeisesx (120x120ufy avec le coin de cube
Rhodamine/FITC.

C. Méme protocole d’injection et coin de cube quBnOn remarque que la SRB qui est sortie du
volume vasculaire est allée marquer certainesdibreir 5.4). Grossissement 2x (300x30Gum

Images acquises entre 50 et 100um sous la surdleetameur.
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5.4 Imagerie des Fibres Elastiques

Au cours de la mise en place du modéle de tumespes-cutané, nous nous sommes apergu
gu’'apres une injection intraveineuse d’'une soluttontenant la SRB, le colorant sortait du
volume vasculaire. Il a également été constatél @liait se fixer préférentiellement sur
certaines structures se trouvant dans la parovaisseaux ainsi que dans le tissu conjonctif.
En se basant sur la morphologie et la localisaties structures marquées, I'’hypothese fut
émise gu'il pourrait s’agir des fibres élastiquBgus avons donc dans un premier temps
vérifié la spécificitt du marquage puis nous av@neposé et mis en place quelques

applications de cette méthode.
5.4.1 Généralités sur les fibres élastiques

Les fibres élastiques sont un composant majeuradmdtrice extra-cellulaire. Elles sont
composées de deux principaux constituants : un cbélastine, une protéine hydrophobe,
entouré d’'un manteau riche en microfibritf&s®

Les fibres élastigues sont responsables de la rdafwlité réversible de certains organes
comme les artéres ou les pount&n©n en trouve également dans le tissu conjoraaitiour
des fibres musculaires, dans la peau ainsi queldahigaments.

Il existe plusieurs méthodes pour imager les filgtastiques :

- par des méthodes de colorations histologiques igleess telles que la méthode
resorcine-fuchsine. Dans ce cas, I'observationéadisée en microscopie a fond clair
sur des coupes fines.

- par des méthodes de colorations immunohistochirsigie utilisant des anticorps
anti-elastine par exemple.

- en utilisant les propriétés d’endofluorescenceadmolécule d’élastine lorsqu’elle est
excitée par microscopie biphotonique. Les obsemaatipeuvent étre pratiquées sur
des explants jusqu'a des profondeurs de l'ordr&@em sous la surface suivant les
tissuéw; 168-170; 12.3

Il existe donc plusieurs méthodes établies pourmies les fibres élastiques. Cependant
aucune d’elle n'est applicable a des études in .vives méthodes histologiques et
immunohistochimiques demeurent restreintes aux edpdimes aprés un certain nombre de

traitements sur les tissus; les méthodes dendidhcence demandent des temps
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d’acquisition de l'ordre de 5s, ce qui est difieritent applicable au vivant en raison des
mouvements respiratoires. Malgré tout, l'utilisatio’endoscopes et I'immobilisation de
certains organes peuvent permettre une imageliganti les propriétés d’endofluorescence de
I'élastine. Cependant, la profondeur d’observatemeure trés limité&s "

Avant de continuer a caractériser le marquage &RIB, nous nous sommes fixés le cahier
des charges suivant afin de développer non pasétieode supplémentaire de marquage des
fibres élastiques mais une méthode permettant diggpplus d’éléments et notamment
I'acces a des études intravitales :

- lacquisition doit pouvoir étre effectuée en moutiane seconde pour une image de
512x512 pixels. Cette contrainte de temps est séoes pour s’affranchir des
mouvements respiratoires.

- la spécificité du colorant pour les fibres élastigaoit étre averée.

- la voie d’administration du colorant doit étre simp

- il doit étre possible de marquer d’autres structurd’aide d’autres colorants ou par
imagerie de seconde harmonique (SHG) pour avoiirdeemations morphologiques
supplémentaires

- le colorant ne doit pas étre toxique pour I'animal.

5.4.2 Matériels & Méthodes

5.4.2.1Mesures physiques

Le spectre d’émission a deux photons de la SR aéalisé de la maniere suivante. La SRB
(dans une solution de NaCl a 0.9%) a été déposee utze fiole puis excitée a 800nm par
microscopie biphotonique. La fluorescence émise rsuiee été analysée par un

spectrophotometre (Jobin Yvon H-20).

5.4.2.2Etudes sur anneaux d’artéres

5.4.2.2.1 Prélevement des artéres

La crosse aortique ainsi que l'aorte thoracique eiétprélevées sur des rats Wistar (n=5).
Certaines expériences ont été réalisées directesnenltu matériel frais conservé moins de 4h
dans du PBS (Phosphate-Buffered Saline, Sigmautids ont été effectuées sur des artéres
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fixées dans du paraformaldehyde 4%. Aucune difféFreen termes de morphologie et de
qualité du marquage n'a pu étre constatée entredéesx groupes. Avant la phase de
coloration, des anneaux d’arteres de un a deuxmailies d’épaisseur ont été coupés a l'aide

d’un scalpel.

5.4.2.2.2 Immunohistochimie (vérification de la spécificité)

Les anneaux sont rincés au PBS avant d’étre incpbgdant 4h a 20°C avec un anticorps
primaire anti-élastine (mouse monoclonal ; dilutiam 1/100 dans du PBS-Bovine Serum
Albumine 3% ; Abcam BA-4). lls sont ensuite & ncawveaincés au PBS puis mis a incuber
pendant 2h a 20°C avec un anticorps secondaireegiomkti-mouse 1gG couplé a du FITC

(dilution au 1/100 dans du PBS-Bovine Serum Albwem8% ; Jackson Immunoresearch).
Apres une nouvelle phase de ringcage au PBS, lesaamrnsont incubés pendant 5min dans
une solution de SRB (0.5mg/ml dans du NaCl 0.9%yjirE:les anneaux sont rincés 5 fois au
PBS avant observation en immersion dans le mérgléq

5.4.2.2.3 Parametres d’imagerie

L’ensemble des expériences, qu'elles soient in@es ou sur anneaux d'artéres, ont été
réalisées avec l'objectif 20x. Différents coins debe ont été utilisés au cours de ces
expériences. Leur utilisation sera mentionnée dassrésultats et dans les Iégendes des

figures. La longueur d’'onde d’excitation est de B0

5.4.2.3Etudes intravitales

Les souris (n=20) sont anesthésiées par inhalafisoflurane (1.5% dans 30%.,@ 70%

N2O ; 5% d’isoflurane pour I'induction), puis le mermebnférieur gauche est immobilisé dans

de la pate a moulage dentaire afin de réduire lesvements causes par la respiration. Un

morceau de peau (1cm de diameétre) est retiré &rlicale de I'artére saphéne. La surface

exposee est immédiatement remplie d’'une solutioNal@l a 0.9%.

Le colorant peut étre déposé de deux manieres :

- soit par injection systémique dans la veine cauddilm cocktail de 50ul d'une

solution de SRB (10mg/ml dans du NaCl 0.9%) et @@u.l d’'une solution de FITC
dextran 70kDa (100mg/ml dans du NaCl 0.9% dans$eot I'on souhaite visualiser

la lumiere des vaisseaux sanguins).
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bY

- soit par dépo6t local au niveau du tissu a imaged@el d’'une solution de SRB
(10mg/ml dans du NaCl 0.9%). Le colorant est emstiiicé plusieurs fois par une
solution saline.

Pour la phase d’'imagerie ; I'objectif du microscagst placé en immersion dans la solution
saline a la surface du tissu a observer. Les exp&gs ont été réalisées a la fois en intravital
etin situ; c'est-a-dire dans les mémes conditions quetdégirécédemment mais dans les 20
minutes aprés l'euthanasie de l'animal. Ce typebskovation permet de s’affranchir

totalement des mouvements respiratoires.

5.4.3 Résultats

5.4.3.1Le margquage est spécifique des fibres élastiques

5.4.3.1.1 Morphologie

Afin de vérifier si le marquage est bien spécifigles fibres élastiques, nous nous sommes
placés dans I'épimysium (couche de tissu conjorqiif entoure les muscles) ou les fibres
élastiques forment un réseau avec une morpholagie fmrticuliére et ou il est également
possible d'imager le collagéne | et Il par SHGeS§''imagerie par SHG du collagéne qui
nous permettra de nous positionner dans I'épimysium

Dans un premier temps nous avons cherché a imagénysium en utilisant les parametres
suivants : coin de cube Visible/SHG ; durée d'astjoin 0.9s/image ; puissance laser :
60mW. Aucune fibre élastique n’est détectable. igma du collagéne détectable en SHG
confirme notre position. Seuls quelques points esugpnt observables sur la voie « visible »
qui permet de détecter I'endofluorescence.

Nous avons ensuite réalisé la méme expérience dimsonditions similaires en remplagant
le coin de cube par le Rhodamine/SHG. Le signal Sld@u collagene est bien présent mais
rien n’est détecté sur la voie Rhodamine.

Dans un dernier temps, nous avons conservé les snganametres mais la phase d'imagerie
a été réalisée, soit 10min aprés une injectiomweineuse de SRB, soit apres un dépét local
du colorant. Dans les deux cas, un fort marquagelesrvable sur la voie Rhodamine. Les
filaments ramifiés ont une morphologie tres prodeecelle décrite pour les fibres élastiques

dans cette zone (Figure 5.10).
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En réduisant la puissance d’excitation jusqu’a 25niVést encore possible d’obtenir des

images exploitables.

Figure 5.10 : Comparaison entre I'endofluorescencet le marquage a la SRB dans I'épimysium.

A. Merge de I'image acquise sur la voie visiblesats coloration (= endofluorescence (en rouge))
avec lI'image acquise sur la voie SHG (en vert)n®@mote quasi aucun signal d’endofluorescence mis
a part quelques points isolés (fléches). Coin de cl/isible/SHG.

B. Merge de l'image acquise sur la voie rhodamare fouge) sans coloration (= endofluorescence)
avec I'image acquise sur la voie SHG (en vert). gcendofluorescence n’est détectable. Coin de
cube : Rhodamine/SHG.

C. Merge de l'image acquise sur la voie rhodangererouge) aprés coloration a la SRB et image
acquise sur la voie SHG (en vert). La SRB a mardgsestructures fibreuses ayant une morphologie
proche de celle décrite pour les fibres élasiqaes de type de tissu. Coin de cube : Rhodamine/SHG.
Les images ont été acquises avec une longueur@dedcitation de 800nm et une puissance laser de
60mW. Les images ont également été traitées avesomstraction du bruit de fond en utilisant un
rolling ball avec un rayon de 10 pixels.

Images acquises approximativement 20um sous lacgurf

5.4.3.1.2 Immunohistochimie

L’observation simultanée d'un double marquage anpis anti-élastine (détecté par un
anticorps secondaire couplé au FITC) et SRB sueaunnd’aorte thoracique de rat a permis
de mettre en évidence une colocalisation des depnaisx. La SRB se fixe donc bien de

facon spécifique au niveau des fibres élastiquigsi(€ 5.11).

Figure 5.11 : Vérification de la spécificité du maguage par immunohistochimie.

Coupe transversale du méme anneau d’aorte thoeadiguat marqué a la SRB (a) ; avec un anticorps
anti-élastine (b) et merge des deux précédentegeisnéc) (rouge : SRB ; vert : anti-élastine ; jaune
colocalisation). On note que les deux marquagescatéent parfaitement.
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Ces images sont des projections en z de 10 imaggssas avec un pas d’'un micron. Longueur
d’onde d’excitation : 800nm ; puissance laser : B0mcoin de cube : Rhodamine/FITC ; les images
ont été soumises a une soustraction du bruit dé p@m un rolling ball avec un rayon de 50 pixels
avant la réalisation de la projection en z.

5.4.3.2ll est possible de réaliser d’autres marguages emapallele

Le second intérét de cette méthode est de pouisuiahser d’autres structures que les fibres
élastiques a l'aide, soit d’autres colorants, pait SHG. Le spectre d’émission de la SRB a
800nm (Figure 5.12) est nul pour des longueurs désninférieures a 560nm. Il est donc
possible d'utiliser cette gamme spectrale.
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Figure 5.12 : Spectre d’émission et formule chimigel de la SRB.

5.4.3.2.1 Essais avec des colorants

En injectant un cocktail de FITC dextran 70kDa et ®RB par voie intraveineuse, il est

possible d’'imager la lumiére des vaisseaux sangetines fibres élastiques se trouvant dans
I'espace extravasculaire (dans le cas des mudal&dRB peut traverser les capillaires). De
méme, il est possible d'imager les fibres élastgse trouvant dans la paroi artérielle et de
mettre en évidence les noyaux cellulaires a l'allen marquage au Hoechst 33342 (voir

5.4.6).

5.4.3.2.2 Essais avec la SHG
La SHG est un signal endogéne dont la longueurddast égale a la moitié de la longueur

d’onde d’excitation (dans le cas présent, la SHGeazleillie a 400nm). Nous avons pu Vvoir
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précédemment qu’elle mettait en évidence le caflageet Ill. Elle permet également de
visualiser la myosine dans les fibres musculaigant donné qu’il est possible d’acquérir

simultanément le signal SHG et le signal SRB, uisealisation des fibres élastiques et de

collagene dans I'endomysium (tissu conjonctif erdati les fibres musculaires) est possible
(Figure 5.13).

Figure 5.13 : Double marguage

A. Observation de la vascularisation (vert) et film®s élastiques marquées a la SRB (rouge) dans un
muscle squelettique aprés injection intraveineuse cocktail des deux colorants. On note la présenc
de fibres élastiques dans la paroi des vaisseanguses (fleche) et dans 'endomysium musculaire
(étoile). Coin de cube : Rhodamine/FITC.

B et C. Observation du signal SHG (vert) et du magg des fibres élastiques par la SRB (rouge). On
note la présence de fibres élastiques dans I'ensiomy ainsi qu'a la surface du muscle dans
I'épimysium. Le signal SHG permet également d’intdganyosine (bandelettes paralléles se trouvant
dans les fibres musculaires). L'image en C. perdeetmieux observer la myosine. Coin de cube :
Rhodamine/SHG.

L’ensemble de ces images a été acquise avec ugedon donde d’excitation de 800nm et une
puissance laser de 60mW.

5.4.3.3lmagerie de la paroi des vaisseaux sanguins

5.4.3.3.1 Rappels histologiques
Une grande quantité de fibres élastiques peuveatt&uvees dans les artéres. Elles sont
eégalement présentes dans les veines mais en flesfaroportions.
Histologiquement, une artére est composée dettmiques™ *(Figure 5.14) :
- lintima qui est en contact avec la lumiere. E¢ eomposée d’'une couche de cellules
endothéliales.
- la média qui est une couche riche en fibres élassicet en cellules musculaires lisses
(SMCH.

- I'adventice qui est composée de collagéne et dediblastiques.

“1 SMC pour Smooth Muscle Cell.
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La limite entre I'intima et la média est matériékspar une épaisse couche de fibres élastiques
nommeée limitante élastique interne. En coupe tramsse, cette couche a une structure en
forme de vaguelettes ; elle est trés faiblemergdege.
La limite entre la média et I'adventice est margpée une autre couche de fibres élastiques
baptisée limitante élastique externe. Cette cowshdrés souvent fenestrée et présente une
structure en toile d’araignée.
Dans les grosses arteres élastiques (aorte, aarotiyl il existe un certain nombre de couches
concentriques de fibres élastiques au niveau deldia baptisées lamelles élastiques. Nous y
reviendrons dans la partie 5.4.5.
La paroi des veines est composée des trois mémashesm On remarquera cependant
quelques différences majeutes

- I'épaisseur totale de la paroi est beaucoup phes fi

- la média comporte beaucoup moins de fibres élasigDans les artéres musculaires,

seule la limitante élastique interne est visiblprésente de nombreuses fenestrations.

La limitante externe est inexistante.

Fibres alastiques
Limitante élastique externe

Limitante élastique interne - Lumiére

. : - Fibres élastiques
Cellules musculaires lisses (SMC)

localisees entre les lamelles élastiques D Fibres de cotiagéne

Cellules endothéliales

Carpfide Commune Gauche
AN

+ Intima (cellules endothéliales)

Media (fibres élastiques e*
cellules musculaires lisses)

Adventice (collagene, fibres
élastiques et fibroblastes)

Figure 5.14 : Histologie de la paroi artérielle.
A droite : imagerie de la paroi de l'artere carettbmmune gauche de rat observée en microscopie
biphotonique apres coloration a la SRB (rougekqtgsition du signal SHG (vert).
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Figure 5.15 : Imagerie de la paroi artérielle.

A. Coupe transversale de l'artére saphene de soucisnstituée a partir de 84 coupes

F.

horizontales obtenuda situ approximativement une minute apres I'euthanasidagémal.

En rouge, marquage des fibres élastiques par la;®RBert, signal SHG.

Grossissement de I'image présentée en A. avecddidation des plans de coupe présentés en
C, D et E. L'origine de l'acquisition est localiséela surface du tissu conjonctif entourant
l'artére.

Coupe horizontale obtenue dans I'adventice (z =#)1|L’adventice est la seule zone riche en
collagéne.

Coupe horizontale obtenue dans la media (z = 53f@m)note la structure fenestrée de la
limitante élastique externe en bas de I'image.

Coupe horizontale obtenue dans la lumiere de far(@ = 73um). On remarque des fibres
élastiques reliant les deux limitantes élastiqutecik{e). Les zones noires dans la média
(étoile) correspondent aux SMCs.

Coupe horizontale obtenue au niveau de la mediaedeine musculaire. On note I'absence
de limitante externe et une limitante interne fedgestrée.

Toutes ces images ont été acquises avec une landloede d’excitation de 800nm, une puissance
laser de 60mW et le coin de cube Rhodamine/SHGs aoas de la figure F, seul la voie Rhodamine
est présentée.
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5.4.3.3.2 Visualisation des différentes couches

La phase d’'imagerie a été réalisée avec le corutdle Rhodamine/SHG apres coloration soit
par injection intraveineuse, soit par dép6t loaalcdlorant. En se placant a la verticale de
I'artere saphene, il est possible de I'imager daos intégralité et d’obtenir des coupes
horizontales a différents niveaux (Figure 5.15).eBt ensuite possible par traitement
informatique de reconstruire des coupes trans\eg&igure 5.15 A et B).

Le signal SHG est restreint a I'adventice, richecetlagéne. On remarque également un
certain nombre de fibres élastiques. La media estéopar les deux limitantes. La limitante
externe est fortement fenestrée (Figure 5.15 C)etl@s que la limitante interne a I'air plus
épaisse et non fenestrée. L'artére saphéne n’astitt@@e que de ces deux couches élastiques,
on remarque que des fibres relient également lag lilmitantes ; les zones noires entre les
fibres (Figure 5.15 E) abritent les SMCs.

Une veine a également été observée en intravitgli@ 5.15 F). On remarque la limitante
élastique interne fortement fenestrée comme déanis la littératuré.

Enfin, 'expérience a été realisée soit en intayisoitin situ aprés I'euthanasie de I'animal.
Aucune différence morphologique n'a été constatéeedes deux expériences. Si le but de
I'imagerie est uniquement morphologique, il seraralintéressant de travailler sur I'animal

euthanasié afin de s’affranchir des mouvementsredspes.

5.4.4 Discussions

5.4.4.1Spécificité du marquage

Le marquage de la SRB est donc bien spécifiqudilies élastiques ; cette affirmation a été

vérifite a la fois par des observations morphologsy et par des méthodes

immunohistochimiques. Une question reste cepeneéantsuspens. Nous avons toujours
qualifié ce marquage comme étant un marquage biessfélastiques. Or, comme nous avons
pu le voir précédemment, les fibres élastiques somtposées d’élastine et de microfibrilles.

A I'heure actuelle, nous ne pouvons pas encoraegmesur laquelle de ces structures se fixe
la SRB. Des expériences sur des souris KO elagtirs®nt en cours de développement. Ces
souris génétiqguement modifiées ne peuvent pas peodiiélastine. Si la SRB se fixe

spécifiguement sur I'élastine, aucun marquage weadeétre visible. L'inconvénient majeur
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de ce type d’expérience réside dans le fait quedass elastine -/- ne survivent guére plus de
trois jours aprés la naissance. L'abord chirurgestl donc en train d'étre défini. De méme,
une expérience similaire est également envisagégesusouris KO pour les microfibrilles (en
collaboration avec Gilles Faury, Laboratoire de$thyyathologie Vasculaire — Grenoble).
Cependant, si I'on considére que I'élastine estpmé&éine hydrophobe et que la SRB est une
molécule hydrophile, une interaction entre les deapait moins probable.

La SRB est donc une molécule particulierement @sgante aux nombreuses propriétés. Nous
avons pu mettre en évidence dans ce travail de tlwés spécificité pour les fibres élastiques
ainsi que pour les astrocytes. Cette double spééifne pose guére de probleme en pratique
car les tissus cérébraux ne contiennent pas desfiblastiques (hormis dans la paroi des

grosses arteres). Inversement, les tissus péerquiesine contiennent pas d’astrocytes.

5.4.4.2Avantages de la SRB

Comme nous avons pu le voir préecédemment, la SRBresmolécule hydrophile qui peut
étre injectée en grandes quantités chez I'aninted ganérer de dommages. La DL50 est tres
élevée (10300 mg/kg). La SRB appartient égalemelat tamille des xanthenes dont de
nombreux membres sont déja utilisés en intravitamme la rhodamine 6G ou la
Sulforhodamine 1(07% 74 108: 158

Son spectre d’émission permet également I'utiisasimultanée d’autres colorants comme le
FITC ou le Hoechst ; certaines protéines fluoressenomme la GFP ou encore I'imagerie
par SHG.

Les deux méthodes d’application (intraveineuse @uodd local) sont d’'une grande simplicité
pour le manipulateur et ne requiérent pas de ltergpps d’incubation ou d’autres traitements
chimiques des tissus.

Enfin, le rendement quantique élevé de la SRB (86%)et son émission dans le rouge
permettent de s'affranchir des phénoménes de difiugt d’absorption fréquemment
rencontrés aux longueurs d’ondes plus bassed. dl@s possible d'imager les arteres in vivo
jusqu’a des profondeurs de 250um. De maniére généraand on réalise une acquisition
simultanée SRB/SHG, le signal SHG est perdu bieantagelui de la SRB. De méme, la
puissance laser d’excitation est bien souvent églggour avoir un signal SHG correct ; la

voie SRB doit alors avoir un gain diminué lors @eduisition.
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5.4.4.3Comparaison avec I'endofluorescence

De nombreuses publications ont rapporté I'utilmatdes propriétés d’endofluorescence de
I'élastine pour observer les fibres élastiques @roncopie biphotonique.

Différentes longueurs d’ondes d’excitation ont éé&rites : 760%'% 8002 et 860nnH* 2
Devant la diversité des systemes (type d’objeatifierture numérique, ...) et des paramétres
utilisés, il est assez difficile d’effectuer desrgmaraisons quantitatives entre ces études et la
notre. Cependant, dans chacun des cas, I'émissamafluorescence est moins forte en
comparaison de ce qui est obtenu avec le marquagi [$RB. De méme, I'émission a lieu
dans la gamme spectrale du Bte(aux alentours de 500nm) ce qui augmente les phénes

de diffusion et d’absorption. Ces phénomenes déjaemts sur des anneaux d’artéres isolés
peuvent se réveler beaucoup plus importants paeiobeervation en intravital.

Les temps d’exposition (ou le nombre d’'images agrdr pour obtenir une image finale avec
un bon contraste) sont donc assez élevés. Cerfaitdisations décrivent une durée de 5s par
image pour une excitation a 8601tnDe tels délais sont incompatibles avec une obsierv

en intravital ; de méme les faibles profondeursbd&vations décrites en endofluorescence
(50um) ne permettent pas d'imager une artére qekel’artére saphéne dans son intégralité.
L’élastine n’est pas la seule biomolécule a présendies propriétés d’endofluorescence
lorsqu’elle est excitée a deux-photons. D’autresmulécules comme les flavines ou le
NAD(P)H ont un comportement similait?e Il est alors difficile de réaliser une segmeiiati
efficace entre la fluorescence émise par I'élastineelle des autres molécules. Cependant,
une longueur d’'onde d’excitation de 860nm semtideaioriser I'excitation de I'élastine de
facon majoritair&® .

Notre méthode de coloration a la SRB apparait domome apportant un signal plus
important a des puissances laser comparables és adfilisées en endofluorescence. Une
image peut étre acquise dans des délais beaucosigqirts (inférieur a une seconde). A titre
de comparaison une imagerie d’endofluorescencesééatians les mémes conditions qu’une
imagerie SRB ne donne pas de signal détectablel’gtastine (Figures 5.10).

Ce marquage est également plus spécifique, saresijage par des signaux d'autres
molécules, car recueilli & des longueurs d’ondesééds ou peu de biomolécules présentent
une endofluorescence.

Enfin, il permet de travailler aussi bien sur dageaux d’arteres, que sur des explants, des
biopsies ou directement sur I'animal entier eravital.

Nous allons voir maintenant, deux applications eteecméthode.
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5.4.5 Etude morphologique de la crosse aortique du rat

Une application de la méthode de coloration de®dilgélastiques par la SRB a été de réaliser
une étude morphologique de la paroi de la crosg&ae et de certaines artéres qui y ont leur
origine chez le rat. L'objectif étant de validertr@oapplication pour des études menées sur

des explants.

5.4.5.1Matériels & Méthodes

La crosse aortique a été prélevée sur 3 rats Wastan la méthode décrite en 5.4.2.2.1. Des
anneaux de un a deux millimetres d’épaisseur oét ptlevés au niveau de l'aorte
ascendante, de l'aorte thoracique (partie supérietiinférieure), du tronc artériel brachio-
céphalique, de la carotide commune gauche et sleuls-claviere gauche. Les anneaux ont été
incubés pendant 5 minutes a 20°C dans une solded®RB (10mg/ml dans du NaCl 0.9%).
lls ont ensuite été lavés 5 fois avec une solwgalime avant d'étre observés en immersion. Le
coin de cube utilisé est le Rhodamine/SHG ; la leuy d’'onde d’excitation a été fixée a
800nm (des expériences réalisées dans les mémdgi@osm a 810nm ont également été

pratiquées et ont montré des résultats similageks) puissance laser a été réglée a 40mW.

5.4.5.2Résultats

Des images de tres bonne qualité ont été obteriigsiré 5.17). Il a été possible de
dénombrer le nombre de lamelles élastiques dang#thia ainsi que d’obtenir un bon signal
SHG dans l'adventice. Le tableau 5.3 résume le mendle lamelles élastiques ayant été
dénombrées dans la média des différentes artewdgés. Si I'on s’intéresse uniquement a
I'aorte, on se rend compte que le nombre de lasméllastiques diminue quand on s’éloigne
du ventricule gauche (11 lamelles sur l'aorte adaatevs 8 a 9 lamelles sur la partie basse
de l'aorte thoracique). De méme, on remarque quiebre de lamelles élastiques est plus
important dans le tronc artériel brachio-céphalique dans la carotide commune gauche ou
la sous-claviere gauche. Ces observations sonta@rdhavec le role de ces arteres élastiques
qui aident au maintien de la pression artérielis tte la diastofe Plus on s’éloigne du cceur,
moins on trouvera de lamelles élastiques dans ldiarges arteres. De méme le plus fort
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nombre de lamelles dans le tronc artériel brackphalique en comparaison de la carotide
commune gauche et la sous-claviere gauche s’expligu le fait que la carotide commune
droite et la sous-claviere droite prennent naissaamg niveau du tronc artériel brachio-
céphalique. La pression doit donc étre maintenua @lus haut niveau dans cette artéere au

cours de la diastole.

Artére Nombre de lamelles élastiques dans la media
Aorte Ascendante 11
Aorte Thoracique (partie supérieure) 9-10
Aorte Thoracique (partie inférieure) 8-9
Tronc Artériel Brachiocéphalique 6-7
Carotide Commune Gauche 4-5
Sous-Claviere Gauche 5-6

Tableau 5.3 : Quantification du nombre de lamelle®lastigues dans la paroi de différentes
arteres a l'aide de la méthode de coloration a |aRB.

5.4.5.3Discussion

5.4.5.3.1 Imagerie de la crosse aortique

Nos résultats expérimentaux sont en accord d’uneapac la fonction des arteres élastiques
et d’autre part avec des données publiées par ktedee Mello et aF°. Les travaux de cette
équipe ont été réalisés en utilisant des coupedédds de rats Wistar colorées avec la
technique du trichrome de Masson et la colorateCdlleja puis observées en microscopie a
fond clair. lls ont noté un nombre de lamelles téjas égal a 11.86 =+ 0.74 dans l'aorte
ascendante et un nombre égal a 8.78 + 0.6 dandel’#tworacique. Ces résultats sont tres

proches des nétre (11 dans l'aorte ascendanta 8tdans I'aorte thoracique).
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Carotide C,biﬂmune Gauche

Tronc Artériel . Sous-Claviére Gauche
Brachiocéphalique :

Crosse Aortique

Aorte Ascendante Aorte Thoracique

00pm  aprte Thoracique

Figure 5.17 : Etude de la crosse aortigue et destares qui y prennent leur origine.

Les fibres élastigues marquées par la SRB sortieger le collagéne représenté par le signal SHG est
en vert. Les images correspondent a des projeatiorzsde stacks de 50 images acquises par pas d’'un
micron. La longueur d’onde d’excitation utiliséet & 800nm (des observations similaires ont été
effectuées a 810nm); la puissance laser est derd'ode 40mW ; le coin de cube est le
Rhodamine/SHG. Avant projection en z, les imagdsété traitées par une soustraction du bruit de

fond par un rolling ball avec un rayon de 50 pixels
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5.4.5.3.2 Intérét de la méthode

Notre méthode de coloration des fibres élastiqaedgpSRB est donc bien applicable sur des
explants (dans le cas présent des anneaux d'grfyesréaliser des études morphologiques.
De telles expériences peuvent également étre ééalisen utilisant les propriétés
d’endofluorescence de I'élastine ; 'avantage étd@tne pas avoir besoin de coloration
exogene ; I'inconvénient étant que I'acquisitionre image demande des délais supérieurs a
cing secondes avec le risque d’avoir 'image pédagpar la fluorescence émise par d’autres
biomolécules endofluorescentes.

Au cours de nos expériences, la puissance lasér r@gée a 40mW afin d’obtenir un signal
SHG fort ; cependant a cette puissance le sigoakiti sur la voie SRB est trés important et
entraine une saturation des PMTs ; le gain doit édre fortement réduit. Nous avons essayé
d’exciter la préparation avec une puissance lasanrdmilliwatt. A cette puissance, un fort
signal est toujours détectable sur la voie SRB noesnettant de tirer des observations
morphologiques. Par contre aucun signal SHG n'agtéc(Figure 5.18). Il est donc possible
avec la méthode de coloration a la SRB d'imageffidess élastiques sur un explant avec une
grande spécificité, un temps d’acquisition infériaune seconde par image et une puissance
laser de I'ordre du milliwatt. Cette méthode pewe @ppliquée a I'étude de la formation de la

plague d’athérome ou a I'étude du vieillissemerst wlsseaux sanguins.

Figure 5.18 : Imagerie de l'artére carotide communegauche avec une puissance laser de 1
milliwatt. Le coin de cube utilisé est le Rhodamine/SHG awex longueur d’onde d’excitation de
800nm. On remarque que le marquage a la SRB mévieence de facon trés nette les lamelles
élastiques de la média malgré la faible puissaBependant, le signal SHG n’est pas visible. Seule
une image est représentée sur cette figure, llagét pas d’'une projection en z.

191



Chapitre 5 : Développements en Microscopie Biphigios

5.4.6 Etude des effets de la MRT sur la paroi artérielle

Nous avons également utilisé la méthode de cotorates fibres élastiques par la SRB pour

observer les effets de la MRT sur la paroi dedi@tsaphéne chez la souris.

5.4.6.1Matériels & Méthodes

5.4.6.1.1 Protocole d’irradiation

Trente souris Swiss/IOPS CD1 (Charles River Franog¢)été anesthésiées par une injection
intrapéritonéale de Xylazine/Ketamine 0.1% / 1% sdame solution de NaCl 0.9%. Les
animaux ont ensuite été irradiés en mode MRT aRE®pour plus de détails concernant la
procédure d’irradiation, vof). Les paramétres sont les suivants : 18 micrafaise de 50um
avec une distance pic a pic de 450um. L’irradiatoété réalisée sur le membre inférieur
gauche de fagon a avoir des microfaisceaux perpeladties a la direction de I'artere saphéene
sur une grande partie de sa longueur. Les animatnété divisés en deux groupes ; I'un
recevant une dose pic de 312Gy (n=12 souris) edersd recevant une dose pic de 2000Gy
(n=12 souris). Une fois réveilles, les animaux @té remis en stabulation jusqu’a
I'observation en microscopie biphotonique réalis@e trois et six mois aprées lirradiation

(n=3 a 4 animaux par dose et par temps).

5.4.6.1.2 Protocole d’observation
L’observation de la veine saphéne a été réalisé&iu juste aprés euthanasie de I'animal en
utilisant la méthode du dépét local de colorantrpmarquer les fibres élastiques (pour le
protocole complet voir 5.4.2.3).
Deux types d’observations ont été réalisées saélme animal :
- marquage des fibres élastiques a la SRB ; imadarmllagene par SHG (dans ce cas
le coin de cube Rhodamine/SHG a été utilisé).
- marguage des fibres élastiques a la SRB et marqieg@oyaux au Hoechst 33342
(dans ce cas, le coin de cube Rhodamine/Hoechétidiksé).
La puissance laser utilisée a été ajustée en toncte la profondeur (entre 40 et 130 mW
approximativement). Cette augmentation est néaespaur avoir un signal SHG correct ou
pour capter la fluorescence émise par le Hoect®t3®rs d’'une imagerie en profondeur.
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5.4.6.2Résultats

Un effondrement de la limitante élastique extemmela limitante élastique interne a pu étre
observé tous les 450um sur le trajet de l'artéphésae. Cet espacement correspond a la
distance pic a pic des microfaisceaux. Dans legz®allées, I'artere possede une structure
normale (Figure 5.19).

En imageant les noyaux des cellules marqués pgaodehst 33342, il est possible d’observer
des noyaux de forme allongée entre les deux lingtadlastiques (donc dans la média). Ces
noyaux sont ceux des SMCs. Cependant, sur le pasksgmicrofaisceaux, les noyaux ont
disparus (Figure 5.19 C et D).

L’hypothése émise est donc que l'irradiation détles SMCs se trouvant sur le passage des
microfaisceaux ce qui entraine un effondrement aldirhitante élastique externe sur la
limitante interne. Aucun effet n’est visible daes kones vallées.

Des observations similaires ont été réaliséesrars, €t six mois aprés lirradiation aux deux
doses préecédemment décrites et ont donné desatéspitoches ; cependant les dégats

semblent étre un peu plus importants pour des as2600Gy.

5.4.6.3Discussion

La méthode de coloration des fibres élastiques &RB permet donc d'effectuer des
observationsn situ de la paroi de l'artere saphene aprés une iriadidRT. La qualité des
images obtenues autorise une étude morphologiquefapdie et permet de mieux cerner les
conséquences locales de lirradiation. Nous avams pu montrer une disparition des SMCs
et un effondrement de la limitante élastique exean niveau des microfaisceaux. De telles
observations auraient été beaucoup plus difficileméalisables avec d’autres méthodes :

- les méthodes de colorations histologiques classiqueaient imposé de travailler sur
des coupes minces. Une partie de I'information rolpgique aurait pu disparaitre
lors de la préparation.

- les méthodes utilisant I'endofluorescence de liélas n'auraient pas permis de
travaillerin situ et de descendre a des profondeurs supérieurgsna. 50

Du point de vue de la radiothérapie, les expérienmoenées apportent une information

essentielle : lors d’un traitement par MRT, il faa@ssayer d’éviter I'irradiation d’une artere

193



Chapitre 5 : Développements en Microscopie Biphigios

sur sa longueur au risque de détruire une partisadmedia et de générer des modifications
physiologiques qui pourront étre déléteres pauiee s

La méthode de coloration par la SRB peut donc s&avé’'un grand intérét dans I'étude de
nouvelles thérapies ou de pathologies. Des exmasede marquage des fibres élastiques a la
SRB dans le tissu pulmonaire et dans les ganglionphatiques sont envisagées. De méme,

une comparaison avec un marquage a l'orcéine goétra intéressant.

Figure 5.19 : Visualisation des effets de la MRT sua paroi artérielle.

A. Imagerie des fibres élastiques par la SRB (rpagelu collagéne par SHG (vert). On remarque un
effondrement de la limitante externe sur le passiage microfaisceau au milieu de I'image. Image en
1x soit 600x600u

B. Imagerie des fibres élastiques par la SRB. Qa quoe la distance entre deux zones d’effondrement
est égale a la distance entre deux microfaiscezit®S0pm. 600x600uMm

C. Imagerie des fibres élastiques par la SRB (rpegeles noyaux cellulaires par le Hoechst 33342
(vert). Il semble qu’il y ait une disparition desyaux des SMCs sur le passage des microfaisceaux.
600x600p M

D. Gros plan sur une zone de limage C. confirmBabsence de SMC sur le passage des
microfaisceaux. Image en 3x soit 200x206um

Les images ont été acquises in situ avec une lemgliende d’excitation de 810nm et le coin de cube
Rhodamine/SHG (A et B) et Rhodamine/Hoechst (C)et D

Irradiation avec une dose de 312Gy ; animal obsanvéiois post-irradiation.
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5.5 Essais de Nouveaux Colorants et Méthodes

L’essai de nouveaux colorants pour I'imagerie dedscularisation cérébrale a également été
I'un des enjeux de ce travail de thése. Parmi aoigns le BF¥, une molécule excitable &
800nm et émettant dans la gamme spectrale du ®ilecultures cellulaires, cette molécule a
la faculté de marquer le cytoplasme. Injecté pae wtraveineuse, elle permet d’obtenir un
marquage homogene des vaisseaux sanguins dansrtlex a@rébral. Cependant, la
fluorescence émise se trouve dans des longueursdeBoplus facilement absorbées et
diffusées. Une imagerie en profondeur n’est done ngalisable. Malgré tout, il peut étre
intéressant d’avoir un tel colorant pour des étudedisées en superficie. Si le microscope
dispose de trois voies de détection, c'est-a-diis PMTSs, il sera alors possible de réaliser
des triples marquages et d’avoir a sa dispositioralorant vasculaire émettant dans le bleu.
Pour de plus amples informations, la publicatioractgrisant le BF3 est indexée a la fin du
manuscrit*,

Une méthode d’imagerie différentielle par microseobpiphotonique intravitale développée

au laboratoire est également indexée a la fin daaruscrit®.

5.6 Conclusions

Au cours de ce chapitre nous avons pu voir lestwdiffts développements effectués en
microscopie biphotonique lors de ce travail de ¢hés méthode de mesure de perméabilité
de la BHE et I'imagerie des vaisseaux tumorauxrgeuntilisés par la suite dans I'étude des
effets de la PAT-Plat.

D’autres méthodes comme le marquage des astroetytdss fibres élastiques par la SRB ne
seront pas utilisées dans la suite de ce travaihélee. Cependant, comme nous avons pu le
voir, elles présentent un potentiel tres intéretsgaar de nombreuses études.

La microscopie biphotonique est donc un formidatléil d'imagerie ouvrant la voie a la
visualisation de structures a I'échelle micrométealirectement chez I'animal vivant, c'est-a-

dire au plus proche des conditions physiologiques.

42 BF3 est le nom de travail donné a la molécule.
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Chapitre 6

Effets d’'une Irradiation
Tomographigue Synchrotron
sur la Vascularisation et les
Tissus Ceérebraux

Certaines parties de ce chapitre ont donné lieuegoublication sous les références :

- Clément Ricard, Manuel Fernandez, Jérome Gastaldacie Dupin, Laurette
Somveille, Régine Farion, Herwig Requardt, Jeand@&a Vial, Hélene Elleaume,
Christoph Segebarth & Boudewijn van der SandenoriSierm effects of synchrotron
irradiation on vasculature and tissue in healthydaglioma bearing mouse brain ;

article soumis.

Afin de caractériser au mieux les effets de la HAd:-sur les tissus gu'ils soient sains ou
tumoraux et d’apporter un maximum d’informationsupde développement des essais
cliniques, nous nous sommes intéressés dans uneprégmps a étudier les effets d’'une
irradiation synchrotron de 15Gy en mode tomographigentrée soit sur le cortex cérébral
sain, soit sur un gliome F98 implanté en orthotopighez la souris nude.

Dans ce chapitre nous allons donc voir dans un ipreemps quels sont les objectifs de cette
étude et la justification du choix des paramettés@s pour la phase d'irradiation.

Dans un second temps, nous nous intéresseronsadaetérisation des effets de I'irradiation

réalisée dans le cortex pariétal d’animaux saimteCcaractérisation inclut une étude de la
perméabilité de la BHE, des parametres vasculaifeda gliose ainsi qu’une observation

histologique classique.

L’étude sera ensuite réalisée sur des animauxysrtiu gliome F98 en orthotopique. Une

caractérisation de ce modele tumoral chez la sowrde sera entreprise et les effets de

I'irradiation sur la croissance tumorale seront arisavant.
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Enfin, nous discuterons les implications de ce$dihts résultats pour le développement

d’essais cliniques.
6.1 Obijectifs et Mise en Place de I'Etude.

Avant de mener des études sur les effets de la PAfTsur les tissus tumoraux, il apparait
nécessaire dans un premier temps de s’'intéresgegeals effets de l'irradiation synchrotron
en mode tomographique. Cela nous permettra d’abteei précieuses informations
notamment sur I'action de la radiothérapie :

- sur les tissus sains. En effet, la forme des tusesir assez irréguliere et lors d’essais
cliniques, il peut étre nécessaire d'irradier dagsa zones saines afin de pouvoir
couvrir toute la tumeur. Il apparait donc importdet quantifier les effets dans les
tissus cérébraux sains.

- sur les tissus tumoraux. Les effets de lirradmatsynchrotron sur les tissus tumoraux
n‘ont jusqu’a maintenant été étudiés qu’en termeswlwie. La connaissance de ces
effets sur la croissance tumorale permettra dexgetner le role de la radiothérapie.

Nous avons volontairement écarté I'étude des effétgections locales de cisplatine sur
tissus sains. La neurotoxicité de cette moléculdéja été présentée dans de nombreuses
étude® ® (voir également 3.6.2.4).

Le choix des parametres d’irradiation est crucikd #ois pour I'efficacité de la thérapie mais
également pour éviter des effets secondaires tramus dans les zones saines ayant été
irradiées.

L'étude de MC. Bistoha révélé que le protocole le plus efficace en PAdt-correspondait a
une injection de 3ug de cisplatine dans la tumeiri par une irradiation synchrotron de
15Gy avec une énergie réglée juste au dessus dig&dr platine, c’est a dire a 78.8keV.
Nous avons donc décidé d'utiliser la méme doseseiplagant également & une énergie

légérement supérieure au K-edge du platine (79keV).

Pour les études menées sur animaux sains, ladatah de la zone irradiée a été débattue

dans un second temps. Trois paramétres majeutfiddtte pris en considération :
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- la spécificité de la souris nude. Nous avons dédelgéaliser une irradiation locale sur
un faible volume de tissu cérébral (approximativenie75mnmi) afin de ne pas mimer
un ratio tissu irradié sur tissu sain trop éleve.

- l'acces a la zone irradiée. Pour réaliser une étledéa perméabilité de la BHE en
microscopie biphotonique, il faut que la zone ob8erse trouve dans une partie plane
du cerveau et & une profondeur maximale de 600um.

- la réalité (patho)physiologique. Les gliomes de thgtade qui sont l'une des
indications visée par la PAT-Plat sont dans la migaes cas positionnés dans les
hémispheres cérébraux au niveau du cortex cérébral.

Nous avons donc choisi de réaliser une irradiatiomode tomographique afin de ne déposer
gu'une dose minimale dans les tissus sains entbu@amone choisie. La zone recevant
I'intégralité de la dose (15Gy) est localisée densortex pariétal gauchke (Figure 6.1). Cet
endroit est facilement accessible en microscoppddibnique, il est le siéege de certaines
fonctions (on y trouve notamment les aires somasisgelles) et il permet de comparer nos

résultats avec ceux d’autres études ayant porti@ snéme zoné.

Figure 6.1: lLocalisation de la zone
ayant recu l'intégralité de la dose lors
de lirradiation tomographigue.

La zone ayant recu la dose comp
(15Gy) chez les animaux sains

matérialisée en rouge sules dew
planches de stéréotaxie présentée
gauche.

On remarque sur une coupe sagit
(image du haut) que la zone irradiée
localisée dans le cortex pariétal a
verticale de [I'hippocampe. La cou
frontale (image du bas) permet égalen
de visuaker la zone irradiée dans
s ccal Bl AP oo | ... e | cortex pariétal de I'animal.
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Enfin, les effets de lirradiation ont essentielm été observés a court terme (de 48h a 1
mois aprées lirradiation). Certains parameétres cemangliose ont été suivi jusqu’a 6 mois.
L’objectif étant d’avoir une idée des effets aigafin de pouvoir préparer au mieux une
réponse thérapeutique toujours dans I'objectifshescliniques.

Les résultats présentés dans cette partie ontoée@us a partir des expérimentations menées

sur deux campagnes d’irradiation indépendantess(etatovembre 2006).

6.2 Etude des Effets sur les Tissus Sains

La premiére partie de ce travail s’est donc corméensur I'étude des effets d’une irradiation
synchrotron en mode tomographique avec une dosb@g et une énergie de 79keV. Ces
effets ont été observés sur les tissus cérébraims g@mr des méthodes histologiques et
immunohistochimiques. L'étude de la vascularisatianété réalisée par microscopie
biphotonique intravitale et par immunohistochimienade pouvoir couvrir I'intégralité du

cortex cérébral.

6.2.1 Matériel & Méthodes

6.2.1.1Préparation des animaux

Les souris (souris nude femelles, Charles Rivendgpont été anesthésiées par une injection
intrapéritonéale d’un cocktail de xylazine/ketam{fel% / 1%) dans une solution de NaCl a
0.9%. Une fois anesthésiés, les animaux ont ét@plaur un cadre stéréotaxique vertical en
plexiglas spécialement construit pour cette expése(Figure 6.2). Un sachet de gel
chauffant a été placé au niveau du corps de I'drafitade maintenir sa température dans des
conditions physiologiques tout au long de la phd$eadiation (le mélange anesthésiant
utilisé peut entrainer des déficiences au niveagathire de la régulation de la température
engendrant rapidement une hypothermie qui peufaa&e pour I'animal).

Le cadre stéréotaxique est fixé sur une platefopernettant des mouvements de rotation
ainsi qu’une translation sur les trois directioes’dspace. L’axe de rotation de la plate forme

est positionné de sorte a traverser la zone dexartrradier.
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Figure 6.2: Positionnement de la souris su
le cadre vertical et simulation d'irradiation.
L’animal est placé sur un cadre stéréotax
vertical. Il est fixé a laide dune bar
d’incisives, dex barres sous les bas joues
repose sur une plateforme horizontale
plexiglas afin que son poids ne soit
uniguement supporté par le systeme de fixe
au niveau de sa téte.

L’axe de rotation de la plateforme d’irradiati
est aligné de facon thaverser la zone qui dc
étre irradiée.

Axe de
rotation —

Zone
irradiée

Faisceau
Synchrotron

6.2.1.2Protocole d’irradiation

L’origine du rayonnement est un wiggler positiorméd’intérieur de I'anneau de stockage
approximativement & 150m de lI'animal. La divergedeece faisceau est trés faible (0.1mrad

201



Chapitre 6 : Effets d’'une Irradiation Synchrotroardes Tissus Cérébraux

en vertical ; 3mrad en horizontal) et un collimatpositionné juste en amont de la cabine
expérimentale permet de définir un faisceau dxIL% mm.

Le rayonnement est monochromatisé a l'aide d’unee ke cristaux de silicium Iégerement
courbés et utilisés en géométrie de Laue (en trssgm). La monochromatisation peut étre
réalisée de 20 a 90 keV approximativement. Dacadiee de nos expériences, elle sera réglée
a 79keV. La bande passante et de I'ordre de 80&pin@6.3).

Cabine expérimentale

2" Anneauda stockage

- = e
I T TN
Collimateur ﬁfﬁlﬁ,énm. — i
7 — S -

m i _fﬁzi D

Film
Gafchromic

Détecteur
Germanium

Monochromateur

Plateforme rotative

Figure 6.3 : Représentation simplifiée du setup dfadiation utilisé pour les irradiations
cérébrales. Partie droite du schéma adaptée devw.esrf.eu

Avant chaque irradiation, un CT-Scan de la tétd'atemal est réalisé a l'aide de la méme
installation que celle utilisée pour lirradiatioha détection est réalisée a l'aide d'un
détecteur germanium offrant une résolution spatiérale de 350x350 firCe détecteur est
également utilisé afin de vérifier la dosimétrien BIlm Gafchromic (MD55, International
Speciality Products, Wayne, NJ) a également étéépdar le trajet du faisceau en amont de
I'animal pour vérifier la forme du faisceau. Lesages obtenues permettent de définir la
localisation de la zone a irradier (Figure 6.4).

L’irradiation est réalisée en mode tomographiquecaVaxe de rotation de la plateforme
aligné sur le centre de la zone a irradier. Pauialemaux sains la hauteur d’irradiation est de
1.5mm correspondant & une seule rotation de lafptate.

Le débit de dose (normalisé par rapport a la vadeucourant des électrons dans I'anneau de
stockage) est de 9.9.4@y.mA™.s* au niveau de la peau.

La vitesse de rotation est ajustée de facon a awwr dose déposée de 15Gy a l'axe de

rotation ; la durée de I'irradiation est de I'ordle 90s.
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Figure 6.4 : Exemple d'un CT-Scan réalisé au niveaudle I'extrémité céphaligue d’'une souris
saine.On remarque que 'os ressort en hypersignal. Lieasigrovenant du cerveau est uniforme, il est
donc impossible de différentier ses différentesdstsions (notamment la substance grise et la
substance blanche). L'espacement entre chaque iesagie 1mm.

6.2.1.30bservations en microscopie biphotonique

La quantification de la perméabilité de la BHE & gtalisée 48h, une semaine et un mois

apres l'irradiation (n=5 animaux par temps) sekprotocole décrit en 5.2.2.1.

6.2.1.4Histologie et Immunohistochimie

6.2.1.4.1 Préparation des coupes

A différents délais post-irradiation (48h, une semaun mois, trois et six mois), les animaux
ont été sacrifiés (induction a I'isoflurane 5% pdislocation cervicale) puis leur cerveau a été
prélevé et congelé dans de l'isopentane a -80°6 gmimaux par délai sauf a 6 mois (n=4)).
Des coupes sagittales de 10um d’épaisseur ontter&téiréalisées sur un cryotome (Microm

HM560), recueillies sur des lames préencolléearailiopropyle, et congelées a -20°C.

6.2.1.4.2 Coloration Hematoxyline — Erythrosine (HE)
Les coupes sont fixées pendant 2min au méthantifeedv/v), puis aprés un ringcage a I'eau
courante (5min) traversent successivement un balendatoxyline de Harris (4min), un

rincage a I'eau courante, un ringage a I'HCI 0.2#b,nouveau ringage a I'eau courante, un
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bain d’eau ammoniaquée (2,5ml/l, 30s), un rincadeau courante, un bain d’erythrosine
(Imin), un rincage a I'eau courante puis 3 bair&h#inol absolu et enfin 3 bains de toluéne.

Les lames sont immédiatement montées au Pertex pdernier bain de toluéne.

6.2.1.4.3 Immunohistochimie
Apres fixation pendant 15min au Paraformaldéhydead®émpérature ambiante, les coupes
sont perméabilisées a l'aide d’'une solution de Ig8ecrose 300mM, MgCI2 3mM, Tris
20mM, NaCl 50mM, Triton 0.5% final) pendant 5mirO0LIl d'une solution d’anticorps
primaires dilués dans du PBS-BSA 3% sont ensuifgmsis sur chaque coupe et mis a
incuber pendant une nuit a 4°C. Apres ringage, LAQume solution d’anticorps secondaires
dans du PBS-BSA 3% sont mis a incuber pendant £28€u20°C sur chaque coupe. Tous les
rincages sont effectués au PBS. Les lames sonitemsantées avec un liquide de montage
contenant du Hoechst 33342.
Les anticorps primaires utilisés au cours de @ttde sont :

- goat anti-collagen IV (Southern Biotech ; diluélat00)

- goat anti-GFAP (Southern Biotech ; dilué au 1/100)

- rabbit anti-GFAP (DAKO ; dilué au 1/100)

- mouse anti-NeuN (Chemicon ; dilué au 1/100)
Les anticorps secondaires utilisés sont :

- TRITC conjugated donkey anti-goat (Jackson Immuseaech ; dilué au 1/100)

- FITC conjugated donkey anti-mouse (Jackson Immwssareh ; dilué au 1/100)

- FITC conjugated donkey anti-rabbit (Jackson Immasearch ; dilué au 1/100).

6.2.1.4.4 Microscopie
Les lames ont été observées sur un microscope Nikepifluorescence (modele Eclipse
E600) équipé d’une caméra numérique (Olympus ; IQdilew II). L’acquisition a été réalisée
a l'aide du programme AnalySIS (version 5, Soft ging System, Olympus). L’'observation
des lames colorées en HE a été effectuée sur leem@oroscope qui permet également les
observations a fond clair.
Les coins de cube utilisés pour la microscopieiaréiscence sont les suivants :

- Hoechst (excitation : 340/380nm ; dichroique : 48Qrémission : 435/485nm)

- FITC (excitation : 465/495nm ; dichroique : 505némission : 515/555nm)

- Rhodamine (excitation : 510/560nm ; dichroiqueQrét)
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6.2.1.5Mesure des parameétres vasculaires

Les parametres vasculaires ont été estimeés egamtilune macro développée au laboratoire et
tournant sous ImageJ (Benjamin Lemasson et SamalabM). La premiéere étape consiste a
acquérir des images (2080x1544 pixels) au niveadadeone irradiée sur des coupes
immunomarquées avec un anti-collagene IV (Figuie A&). Les images ont ensuite été
traitées selon le protocole suivant :

- Binarisation automatisée avec un filtre de seudlag

- Retrait des structures plus petites ou égales @ pigals.

- Fermeture et remplissage des structures vascutairestes (Figure 6.5 B).

- Comparaison entre I'image obtenue et I'image dioggafin de vérifier la précision
du traitement (Figure 6.5 C).

- Calcul de la densité vasculaire (nombre de vaisséamnt) et de la fraction de
surface vasculaire (surface vasculaire / surfataletode I'échantillon ; donné en
pourcentage).

La figure 6.5 résume les différentes étapes néicessa |'obtention des parametres

vasculaires.

Figure 6.5 : Traitement de I'image pour obtenir legparametres vasculaires.

L’'image de base (A) immunomarqguée par le collagenest tout d’abord binarisée, puis les structures
ouvertes sont fermées et remplies (B). L'image mixeest ensuite comparée a I'image de départ pour
vérifier la qualité du traitement (C).
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6.2.2 Résultats

6.2.2.1Perméabilité de la BHE

Comme nous l'avons vu dans le précédent chapities t& cas des animaux sains n'ayant pas
été irradiés, les deux colorants (Rhodamine B dexfiOkDa ; FITC dextran 4kDa) restent en
intravasculaire (Figure 6.6 A-C). Dans le cas diamiix ayant subi une altération mécanique
de la BHE (voir 5.2.2.1.4) la Rhodamine B dextr@kDa reste en intravasculaire alors que le
FITC dextran 4kDa s'’infiltre dans le parenchymeébéal (Figure 6.6 D-F).

Les animaux irradiés ont été observés 48h (Figuee36l), une semaine (Figure 6.6 J-L) et
un mois (Figure 6.6 M-O) apreés l'irradiation. A ®les temps, les deux colorants sont restés
dans le compartiment intravasculaire. Aucune nafiion dans le parenchyme cérébral n'a
donc pu étre observée entre 48h et un mois pasliation.

L’irradiation ne semble donc pas générer de lésitams la BHE entrainant l'infiltration dans
le tissu cérébral de molécules possédant un paitisconaire supérieur ou égal a 4kDa.

Des reconstitutions tridimensionnelles de l'arbeesculaire ont également été réalisées a
partir des images acquises en microscopie biphgienintravitale. Ces reconstitutions ne
révélent pas de dégats dans le réseau vasculdireusant dans la zone irradiée. De méme,

I'intégralité des vaisseaux sanguins semblentfétretionnels.

6.2.2.2Parameétres vasculaires

Etant donné que les observations réalisées en somp@ biphotonique ne couvrent pas
I'intégralité du cortex cérébral, les cerveaux dagnaux ont également été prélevés afin de
réaliser une étude des parameétres vasculairesl'daagralité du cortex sur coupes (Figure
6.8). Les parametres vasculaires ont été évaluésnpaunohistochimie en utilisant un
anticorps anti-collagene IV (qui marque la lamealmsles vaisseaux sanguins) et une macro
tournant sous le programme ImageJ.

La densité vasculaire ainsi que la surface dedetiin vasculaire ont été mesurées 48h, une
semaine et un mois aprées l'irradiation. Aucune rication n'a été observée entre le cortex
irradié et le cortex d’animaux sains (Table 6.1¢ ¢ortex controlatéral a lirradiation a
eégalement éteé utilisé comme contrdle et n’a maautcune difféerence avec des animaux sains

non irradiés.
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Rhodamine B dextran 70kDa FITC dextran 4kDa

1 week 48h Control P I
Post irradiation Post irradiation (BBB disruption) ontro

1 month
Post irradiation

Figure 6.6 : Effets de lirradiation sur la BHE. Images acquises dans le cortex cérébral a une
profondeur de 150pum sous la dure-mére par micrasdmphotonique intravitale et représentatives de
différents groupes d’animaux : souris saines nadiées (A-C) ; souris saines avec une rupturade |
BHE pour les faibles poids moléculaires (D-F ; lfies = cellules se trouvant dans le parenchyme
cérébral et n'ayant pas capté le colorant extrdvyag@h aprés l'irradiation (G-1) ; une semaineeapr
I'irradiation (J-L) et un mois apres lirradiatiqiM-O). Les images de la troisiéme colonne « merge »
correspondent a l'addition des deux premieres (Rimiwe B dextran 70kDa (en rouge) et FITC
dextran 4kDa (en vert)).
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Delai post-irradiation Densité vasculaire Fraction de surface vasculaire
(vaisseaux/mm) (%)
Controle 339+31 4.3+0.6
48h 343 £ 30 3.9+£05
1 semaine 341 + 37 3.9+0.6
1 mois 344 + 34 3.9+0.6

Table 6.1 : Evolution de la densité vasculaire etedla fraction de la surface vasculaire a
différents délais post-irradiation (48h & 1 mois)n=5 souris par temps.

6.2.2.3Effets sur le parenchyme cérébral

La gliose a été évaluée en utilisant un immunoneggucontre la GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein) qui est spécifique des astrocytestumes. Une augmentation du marquage
GFAP est synonyme de gliose. Aucune augmentatiomaiquage n’'a été observée dans la
zone irradiée a court terme (48h, une semaine @baig) ainsi qu’a long terme (trois et six

mois apres lirradiation) (Figure 6.7).

1 semaine

——

Cortex cérébral

Figure 6.7: Immunomarquage de la
GFAP a différents temps post-irradiation.
Aucune apparition de gliose au niveau
cortex cérébral irradié n'a pu étre obser
aussi bien a court terme (48h, une semail
un mois) qu'a long terme (3 et 6 mois post-
irradiation). Le marquage présent sur
gauche des images est di aux astrocytt
trouvant dans I'hippocampe.
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Des coupes au niveau du cortex irradié ont égalerdn observées aprés un marquage
histologigue HE ou un marquage immunohistochimiguec un anticorps dirigé contre le
marqueur des noyaux des neurones NeuN. Aucunerdiiffé significative n'a pu étre
observée entre des animaux controles et des animadies.

Enfin, plus d’'un an aprés lirradiation, les soucnstituant un groupe d'étude a tres long
terme étaient toujours en vie et ne présentaiemntdpadéficits moteurs ou comportementaux

visibles.
A A

Profondeur observée
en microscopie
biphotonique
intravitale
(couches | to lll)

Profondeur observée par
immunohistochimie
(cortex cérébral complet)

Figure 6.8 : Champs d'observation de la zone irradie accessibles par microscopie biphotonigue
intravitale et par immunohistochimie.

Sur cette image d’un immunomarquage du collagenealvs le cortex cérébral de souris irradiées, les
zones observées au cours de cette étude par mipiesdiphotonique intravitale et par
immunohistochimie ont été représentées.

6.2.3 Discussion

6.2.3.1Etude sur la vascularisation

L’étude des effets d'une irradiation synchrotronreade tomographique avec une dose de
15Gy et une énergie de 79keV a été réalisée swasieularisation a l'aide de deux modalités
d’'imagerie bien distinctes. La microscopie biphiqoe intravitale a été utilisée pour réaliser
a la fois une étude morphologique (étude de I'adasculaire et modifications de structure

dans la zone irradiée) et fonctionnelle (mesuretadeerméabilité de la BHE et perfusion).
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Cette étude ayant été réalisée chez des souris Bret 10 semaines, il est assez difficile
d’atteindre des profondeurs de plus de 300um sbukile-mére avec un signal exploitable
pour les deux colorants. Cette constatation esicpiérement vraie pour les souris ayant été
observées a un mois post-irradiation (c'est-a-dirf0 semaines d’age) ou le parenchyme
cérébral s’est opacifié.

L’'immunohistochimie quantitative a été utilisée pamarquage du collagene IV afin de

pouvoir avoir des données chiffrées a de plus gmmpdofondeurs. La figure 6.8 résume les

zones accessibles par les deux méthodes et maméréequr complémentarite.

6.2.3.1.1 Effets sur la BHE
Nous avons pu constater que les deux colorantst@ggar voie intraveineuse (Rhodamine B
dextran 70kDa et FITC dextran 4kDa) restaient dangolume vasculaire au niveau de la
zone irradiée aussi bien a 48h, une semaine etais aprés l'irradiation. La BHE semble
conserver son imperméabilité pour des molécules ldopoids moléculaire est supérieur ou
égal a 4kDa. Cette imperméabilité peut étre corsepour des molécules plus petites mais
nos conditions expérimentales ne nous ont pas pediaffiner notre gamme (4kDa est la
taille la plus faible de molécules fluorescentestyge FITC ou Rhodamine couplées a un
dextran fournies par Sigma).
Cependant une augmentation de la perméabilité @HER a souvent été décrite comme un
effet secondaire des radiothérapies.
Comparer notre étude a d’autres est un travailzadgécile car de nombreux parametres
doivent étre pris en compte :
- laradiosensibilité peut différer en fonction desd@les animaux choisis.
- la dose, la maniere dont elle est délivrée, le tddbi dose ainsi que I'énergie des
rayonnements ionisants utilisés peuvent énormenagidr entre les études.
- la perméabilité de la BHE peut étre mesurée derdifftes manieres comme par
exemple avec une imagerie radiographique de laisiifh d’agents radioactifs, par
IRM, par immunohistochimie ou encore par utilisatidu methotrexat€&. La
sensibilité de ces difféerentes méthodes est dedtdifférente.
Nous allons donc par la suite essayer de compateg Btude avec celles effectuées sur des
rongeurs utilisant des méthodes de mesure de phbilitéde la BHE comparables a la nétre.
Nakata et al. ont étudié I'effet de doses unique2@ et 40Gy chez des rats. lls ont quantifié
I'extravasation des composants du sérum en utilidasa méthodes immunohistochimiques

(anticorps dirigés contre I'albumine sérigiie)
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Une rupture de la BHE a été observée aux deux deseg-quatre heures apres l'irradiation.
L’extravasation de I'albumine sérique atteint un fitrois jours post-irradiation et diminue
jusqu’a une disparition compléte un mois apréskesp d’irradiation.

Yuan et al. réalisérent une irradiation focale @&y avec un irradiateur de 6MV. La mesure
de la perméabilité de la BHE fut réalisée par dmieroscopie de fluorescence en intravital
sur les vaisseaux de la pie-mére. lls rapportégest la perméabilité de la BHE pour des
molécules de FITC dextran de 4.4, 10, 38.2 et 70&@#& augmentée vingt-quatre heures
apres l'irradiation. Cependant, aucune sortie dekcnles de FITC dextran 150kDa ne fut
observé#g®.

Une augmentation temporaire de la perméabilitéadBHE n’a pas été observée dans nos
expériences en comparaison de ce qui a été déerdt lés deux publications précédemment
citées. Les méthodes sont comparables aussi HierdeeYuan qui utilise une approche assez
similaire a la n6tre que celle de Nakata qui olesdixtravasation de I'albumine qui a un
poids moléculaire de 67kDa (Sigma) (proche de cadéis molécules de FITC dextran que
nous avons utilisé (70kDa)). Toutefois, nos travaok été réalisés avec une dose plus faible
(15Gy) et sur des souris. La différence de radigibdité entre les deux especes pourrait étre
une explication a ces observations contradictoires.

Une autre étude de Yuan et al. a utilisé un prdéodbrradiation fractionnée (40Gy délivrés
en doses quotidiennes de 2Gy, 5 fois par semaimeg @ souris C57BR/6J. Les auteurs
rapporterent une augmentation de la perméabilittad@HE pour des molécules de FITC
dextran de 4.4 et de 38.2 kDa seulement 90 jouessdp phase d’irradiation fractionnée. Il
apparait donc que les effets sur la BHE d'une iatexh de 40Gy en mode fractionné
apparaissent plus tard que pour une dose uliique

L’irradiation réalisée au cours de ce travail desthn’a pas induit une augmentation de la
perméabilité de la BHE lors d’observations réaksaa cours du mois suivant I'irradiation.
C’est dans ce laps de temps qu’une augmentatida germéabilité de la BHE est décrite
dans des études réalisées aprés une irradiatiguainUne dose de 15Gy semble donc étre
acceptable pour ne pas induire de dégats a cooréteur la BHE de souris saines au moment
de lirradiation. Devant les différences de radiwshbilité entre les espéces, il est cependant

tres difficile de prédire si une telle dose aura effets similaires chez 'homme.

6.2.3.1.2 Effets sur les parametres vasculaires
Des modifications des parameétres vasculaires agtresles changements de perméabilité de

la BHE peuvent également entrainer des dysfoncti@lest pourquoi nous avons mesuré les
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changements de densité et de surface vasculaiselelaolume irradié. Aucune modification
n'a été constatée au cours du mois suivant l'iataain. Ces résultats sont en accord avec une
étude de Roth et al. qui n'observa aucun effet el’'unadiation avec une dose de 10Gy
(irradiateur de 6MV) sur la densité vasculaire desahes de hamster jusqu’a trente jours post-
irradiationt®™*,

De plus, une étude de Serduc et al. a mis en é&adene densité vasculaire dans le cortex
cérébral de souris nude tres proche de nos résetatés proche de celle observée dans le

cortex cérébral de souris saines irradiées en tRIE* 14,

6.2.3.2Gliose

La gliose est souvent rapportée comme un effetslzie de la radiothérapie. Son apparition
peut étre reliée a d’éventuels dysfonctionneni&nts

Une étude de Yuan et al. conduite sur souris aemigévidence que le nombre d’astrocytes
avait doublé 60 jours apres la mise en place d’fadmthérapie fractionnée (40Gy délivrés en
fractions journalieres de 2Gy, 5 jours par semaiba)gliose était toujours présente 180 jours
aprés le commencement du traitement. Cependantnawtfférence ne fut mise en évidence
entre des animaux contrdles et des animaux irraaliéervés a 30 jours. Les auteurs ont
eégalement décrit que la gliose était limitée auesocérébral mais qu’aucune augmentation
du nombre de cellules marquées par la GFAP n’'&@itonstatée dans I'hippocartipe

Chiang et al. ont étudié la gliose sur des soy@mtarecu une irradiation encéphalique totale.
Une augmentation des cellules marquées par la GbBABbservée entre 120 et 180 jours
apres une irradiation unique avec une dose de 20Gle 45Gy. Aucune modification n’a été
constatée pour des doses de 2 ou'8Gy

Plus recemment, Hwang et al. ont mis en évidenagngurradiation encéphalique totale de
15Gy (irradiateur de 6MV) entrainait une augmeatatsignificative de la gliose dans le
cortex cérébral de rats dés 6 heures aprés l'atiadi. Cette augmentation est encore plus
marquée a 24 heures post irradiafibon

Au cours de nos expérimentations, nous n’avon®pasrvé d’apparition de gliose aussi bien
a court terme (48h, une semaine et un mois) quig terme (3 et 6 mois post-irradiation).
Les expérimentations en immunohistochimie ont étdiquées avec deux anticorps anti-
GFAP difféerents provenant également de fournissémdgpendants (voir 6.2.1.4.3). Des
résultats similaires ont été trouvés dans les dasx L'absence d’apparition de gliose dans

les tissus corticaux sains ayant recu une dos®&@g (79keV) par irradiation synchrotron est
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trés prometteuse car comme nous l'avons signalé phaut, I'apparition de gliose est
synonyme de développement de problémes fonctionnels

6.2.3.3Conclusions

Nous avons donc constaté qu’une irradiation syriobmoen mode tomographique avec une
dose de 15Gy et une énergie de 79keV n’entrairast liapparition d’effets secondaires
génants a court terme apres l'irradiation. Lesteftmt été évalués au niveau vasculaire (aussi
bien au niveau structure que fonction) mais égahtrae niveau du parenchyme cérébral
(absence de gliose et absence de différences,esulathes colorées en HE, entre animaux
irradiés et non irradiés).

Nos études se sont principalement focalisées swolat terme (jusqu’a un mois post
irradiation). C’est au cours de cette période gpaapissent les effets secondaires aigus dus a
une radiothérapie. Cependant, nous avons égalemmmé certaines observations sur le long
terme ou nous avons constaté par exemple I'abskngiose a 6 mois.

Sur la souris nude saine, les effets d’'une irra@hasynchrotron réalisée avec les mémes
modalités que celles utilisées pour la PAT-Plat giéte n’entrainent pas d’effets secondaires
génants au niveau de la vascularisation et desstisdrébraux. Avec toutes les précautions
d’'usage qui doivent étre prises en ce qui concsdlifférences de radiosensibilité entre
especes, ces informations sont tres positives lgodéveloppement des essais cliniques. En
effet, si une zone saine au niveau du cerveau a@nfs recevait I'intégralité de la dose, les

effets secondaires seraient limités.

6.3 Etude des Effets sur le Gliome F98

Apres avoir constaté I'absence d’effets de I'iredigin sur les tissus sains, une étude des effets
d’une irradiation tomographique synchrotron avee dnse de 15Gy (79keV) centrée sur le
volume tumoral a été entreprise pour mieux défmiradiosensibilité de ce tissu. Le modele
tumoral choisi est le gliome F98 implanté en ompajue. Notre étude s’est portée dans un
premier temps sur la caractérisation de ce modee ka souris nude puis nous avons observé

les effets de l'irradiation sur la croissance tuaher
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6.3.1 Matériels & Méthodes

6.3.1.1Mise en place du modele

6.3.1.1.1 Culture cellulaire

Apres décongélation, les cellules F98 sont misesuttnire a 37°C en atmosphere airlCO
(95/5) dans du milieu DMEM contenant de la L-glutaen(2%) additionné de sérum de veau
foetal (SVF) (10%) et de pénicilline/streptomyciténo.

Arrivées a confluence, les boites de culture samtées une fois au PBS avant d'étre
décollées par trypsination (0,25% dans PBS - 5mi3i7eC). L'action de la trypsine est
stoppée par I'ajout de 200l de SVF. La conceminatellulaire est déterminée par comptage
sur une cellule de Neubauer. Apres centrifugaties,cellules sont remises en suspension
dans du milieu d’injection (DMEM, L-glutamine 2%e¢micilline/streptomycine 1%), a une

concentration de 5.2@ellules/pl.

6.3.1.1.2 Implantation

Les animaux sont anesthésiés par inhalation dismfle (2% dans lair; 5% pour
I'induction). Aprés avoir placé I'animal sur un cadstéréotaxique, la volte cranienne est
dégagée puis une craniotomie est réalisée a ldiidee aiguille de 0,5mm aux coordonnés
bregma 0 ; latéral gauche 2rih{Figure 6.9).

Une seringue Hamilton est ensuite introduite aueauv de la craniotomie et descendue
jusqu’a une profondeur de 3mm par rapport a laasertlu crane.

Aprés 5 minutes d'attente, 2ul de suspension edlkil(1d cellules F98) sont ensuite
lentement injectés. La seringue est retirée 5 ramapres la fin de la phase d’injection afin de
minimiser le reflux. La craniotomie est ensuitewbe par de la cire et la peau de I'animal est
suturée a l'aide de glue chirurgicale. Le champatp&e est nettoyé a la bétadine et I'animal
est placé dans une couveuse jusqu’a son réveil lebmpest ensuite remis en stabulation

dans l'animalerie.
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Figure 6.9 : Localisation du point d'injection descellules tumorales F98 dans le striatum gauche
de souris nude Planche d’atlas stéréotaxique adapt&de

6.3.1.1.3 Caractérisation histologique et immunohistochimique

Des coupes frontales de 10um d’épaisseur ont @léséés sur les cerveaux porteurs de
tumeurs F98 a difféerents temps apres I'implanta{idenl10, 12 et 14 jours) ou a différents
temps apres l'irradiation (2, 4 et 6 jours) ; na 8 animaux par temps.

Certaines de ces coupes ont été colorées par laodetHE ou par des méthodes
immunohistochimiques (pour le protocole de ces dgp&s de marquage, voir 6.2.1.4).

6.3.1.2Etude des effets de I'irradiation

6.3.1.2.1 Répartition des animaux
Les animaux implantés avec des cellules de gliof& én orthotopique ont été répartis en
deux groupes :
- un groupe contrdle composé de 24 animaux (4 grod@ésanimaux pour les mesures
de volumes a différents temps ; un groupe de 4 @mnpour la survie).
- un groupe irradiation composé de 20 animaux (3 ggeude 5 animaux pour les

mesures de volume ; un groupe de 4 animaux pauriae).

6.3.1.2.2 Protocole d'irradiation.

L’irradiation a été réalisée 10 jours aprés I'immpkion des cellules tumorales en suivant le
protocole décrit en 6.2.1.2. L’axe de rotation deplateforme a été positionné de facon a
passer au centre du volume tumoral. Une dose dg 4B€c un rayonnement d’'une énergie

de 79keV a été déposée en mode tomographique aawnde la tumeur sur une hauteur de
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3mm. Cette hauteur correspond a une irradiatioe anefaisceau de 1.5mm de haut répétée
sur deux rotations de la plateforme. La vérificatide la jonction entre les deux bandes
d’irradiation a été realisée a l'aide du film raskosible Gafchromic (MD55, International
Speciality Products, Wayne, NJ) positionné entriaikceau et la téte de I'animal. Le volume

irradié est de I'ordre de 5.3nim

6.3.1.2.3 Mesure du volume tumoral

Le volume tumoral a été mesuré sur des séries dpesofrontales de 10um d’épaisseur
colorées avec la méthode HE. Les cerveaux de dngntaux par temps ont pu étre exploités.
Pour le groupe contrfle, le volume a été obsernE)5,12 et 14 jours apres I'implantation ;
pour le groupe irradié le volume a été observé &, @l jours apres l'irradiation (soit 12, 14 et
16 jours apres l'implantation).

Afin d’avoir acces au volume tumoral, les difféemtcoupes colorées en HE ont été
observées en microscopie a fond clair et les image®té numérisées a l'aide du dispositif
décrit en 6.2.1.4.4. La surface tumorale a éténdéé manuellement et mesurée a l'aide du

programme AnalySIS.
Le volume tumoralV a été estimé en utilisant I'équatidh= z;‘z.xj ou Z est I'épaisseur

effective de la coupe (cette valeur prend égaleraerompte la distance entre deux coupes),
X; est la surface de la tumeur mesurée sur la cpefeest le nombre de coupes qui couvrent
l'intégralité de la tumeur.

6.3.2 Résultats

6.3.2.1Caractérisation du modéle F98

La croissance tumorale a été observée au coursdexpérimentations aprés une injection de
10000 cellules F98 dans le striatum de souris nlidecourbe de croissance peut étre
superposée de fagon satisfaisante avec une couwpmnentielle (Figure 6.10). Tous les
animaux du groupe survie sont décédés entre 12 jeuts apres I'implantation.

Une gliose a été observée autour de la tumeuradpeemiere observation réalisée a 5 jours
apres l'implantation (Figure 6.11 A) ; elle a enswaugmentée jusqu’a 14 jours (Figure 6.11
B).
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Malgré le fait que les cellules tumorales aientiétplantées selon un protocole standardisé,
aux mémes coordonnées et par le méme expérimentkeuforme est assez variable entre
les animaux.

Cependant, elles présentent toutes un fort caeasteasif (des colonies de cellules tumorales
peuvent étre observées dans le parenchyme céeébiistiance de la Iésion principale (Figure
6.11 C)).

Un immunomarquage contre le collagene IV met edehge de larges vaisseaux dans la zone
péritumorale avec un diamétre moyen de 33 + 11 prooenparaison des 7 + 1 um dans des
contrdles sains (Figure 6.11 D ; fleches).

Nous avons également noté un fort bruit de fondad(collagéne IV dans la matrice

extracellulaire du gliome F98 (Figure 6.11 D).
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Figure 6.10 : Caractérisation de la croissance tunmale.

Le volume tumoral (en mina été évalué a différents délais aprés implamatir des animaux non
traités (carrés bleus) et irradiés (triangles reug@n note une stagnation de la croissance diegant
deux jours suivant I'irradiation.

6.3.2.2Effets de l'irradiation sur le gliome F98

Si I'on compare la courbe de croissance des aninmeuteurs du gliome F98 mais non
irradiés avec celle des animaux ayant recu liadin synchrotron, on observe que la
croissance exponentielle de la tumeur a été resagd@édeux jours a partir du moment de
l'irradiation. Le volume tumoral semble stagnerrenés jours 10 et 12 post implantation (soit
entre le moment de lirradiation et deux jours apravant de reprendre son rythme de

croissance.
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La survie a également été améliorée. Alors que kesmisnimaux du groupe survie contréle
sont morts entre 12 et 14 jours apres I'implantaties animaux traités sont décédeés entre 22
et 32 jours apres I'implantation. Pour ces suniisanlong terme, une étude histologique a été
entreprise et a révélé des plages de nécrose audioerolume tumoral (Figure 6.11 E ;

fleche).

Figure 6.11 : Caractérisation du gliome F98.

A et B: Caractérisation de la gliose au voisinafge la tumeur (T) a J5 (A) et J14 (B) post
implantation. On note que la gliose qui est dég@sente 5 jours aprés l'implantation devient plus
importante a J14. L'image en A est une mosaiquaxtlemages ; celle présentée en B de 5x5 images.
C : Coupe colorée en HE montrant la forme irrégealdu gliome F98 et son fort caractére invasif. On
observe en effet des colonies a distance de lanésincipale (gauche de I'image).

D : Immunomarquage du collagéne IV mettant en éddeun marquage de la matrice extracellulaire
a l'intérieur de la tumeur (droite de I'image). Des vaisseaux sanguins sont également visibles en
marge de la tumeur (fleches) et dans la zone péoitale.

E : Coupe colorée en HE montrant le gliome F98 doB2s apres l'implantation chez un animal
irradié et faisant partie du groupe survie. On mgma une zone nécrotique au coeur de la tumeur
(fleche).
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6.3.3 Discussion

6.3.3.1Caractérisation du modéle F98

L'utilisation du modéle F98 a jusqu’alors esseldimient été décrite chez le¥at. Il s’agit
d'une lignée établie ayant servi a plusieurs étudesneuro-oncologie (voir 1.4.4.4) et
notamment a de nombreuses expériences réaliséksligme médicale de 'ESR¥F"* Etant
donné que la majorité des études réalisées sukTaHPat ont été effectuées avec ce modéle,
il nous est apparu nécessaire dans un premier tdmpsieux le caractériser chez la souris
nude qui est le modele animal choisi pour ce ttadaithese. Rappelons que ce choix est
motivé a la fois par le fait que ce modeéle aninsalpdus adapté a la microscopie biphotonique
que le rat et par le fait que les développementhodélogiques mis en place pourront par la
suite étre utilisés sur des souris nude porteusggiames humains.

Nous avons ainsi pu observer que le gliome F9&seldppant en orthotopique chez la souris
nude possede les mémes caractéristiques que obHesvées chez le rat. Un fort caractere
invasif, une croissance rapide et une morphologehe des glioblastomes humains ont ainsi
pu étre mis en évidence.

Nous avons également remarqué que la matrice eltriaire a I'intérieur du gliome F98
contient du collagene IV (Figure 6.11 D). Il a d&& reporté dans la littérature qu’en
présence de certains types de cellules tumoratesofeamment certaines issues de gliomes
humains), le parenchyme cérébral adjacent a larigsbuvait produire de la laminine, de la
fibronectine ainsi que du collagene’V**% Dans nos expériences, le collagéne IV est situé
dans la matrice extracellulaire a I'intérieur deldaion. Les cellules F98 pourraient donc
produire ce type de collagéne.

A cause du « bruit de fond » créé par ce marquageus a été impossible d’appliquer la
macro ImageJ pour quantifier les parameétres vasesla l'intérieur de la tumeur. Nous
avons cependant pu remarquer un certain nombreadseaux se trouvant dans la zone
péritumorale présentant un bon signal émanant tageme IV et permettant de quantifier
leur diametre moyen. Nous avons ainsi pu constaterces vaisseaux avaient un diametre de
33 = 11um. Ces valeurs sont quatre fois plus ékeyéae celles constatées dans la méme zone

mais sur des animaux sains (7 = 1 um). L'augmentatiu diamétre des vaisseaux en
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péritumoral confirme l'angiogénése se déroulantnaieau de ses marges de progression

actives.

6.3.3.2Effets de I'irradiation sur le gliome F98

Les effets de l'irradiation synchrotron sur le glie FO98 ont essentiellement été quantifiés en
terme de croissance tumorale.

Le gliome F98 est rapidement létal lorsqu’il egeaté dans le cerveau. Biston et al. ont
rapporté une médiane de survie de 26 jours pouratesFisher implantés avec seulement
1000 cellules F98 dans le striatum. La médianeudd@espour des rats irradiés 13 jours apres
'implantation avec une dose de 15Gy par rayonnérsgnchrotron avec une énergie de
78.8keV est de 48 jouts

Une étude de Adam et al. rapporte une médiane e gile 26 jours pour des animaux non
traités et de 46 jours pour des animaux ayant teg dose de 15Gy sur l'intégralité de
I’'némisphére porteur de la tumeur F98

Au cours de notre étude, nous avons irradié unmelde 5.3mrhlocalisé dans le cortex de
I'animal en considérant le point théorique d’injeptcomme le centre de la tumeur. Malgré le
fait qu’'un CT-Scan soit réalisé avant chaque iatdn, il est impossible de repérer la tumeur
sans injecter d’agent de contraste. Or, un agerdod&aste, notamment iodé, pourrait étre
photoactivé par le rayonnement synchrotron et améer des biais dans nos résultats
(Irradiation d’agent de contraste iodé est égalema la base d'une thérapie baptisée
tomothérapie). Le CT-scan nous sert donc uniquerpent positionner le point théorique
d’injection (en comparant avec un atlas stéreotsiq

Lors des études histologiques menées sur le glie@Benous avons pu constater que la forme
des tumeurs était tres hétérogene. Il est donerfant vraisemblable que nous n’ayons pas
irradié I'ensemble de la tumeur, ce qui expliqufét transitoire observé seulement lors des
deux jours suivant lirradiation.

Malgré tout, lirradiation synchrotron en mode tagraphique avec une dose de 15Gy
(79keV) avait déja montré des effets bénéfiqueteene de survie ; nous venons ici de mettre

en évidence un effet de ralentissement de la enocgstumorale.
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6.4 Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons pu constater qu’'uadiation synchrotron de 15Gy en mode

tomographique et avec une énergie de 79keV n'ewlitapas d’effets secondaires sur les

tissus et la vascularisation cérébrale saine & teume.

Dans un second temps, nous avons caractérisédhaeggk98 implanté en orthotopique chez la

souris nude et montré que le méme type d’irradiaticésente un effet de ralentissement sur
la croissance tumorale.

La dualité entre I'absence d’effets sur les tissaigs et leur présence sur tissus tumoraux fait
donc que ce type d'irradiation apparait comme pesmetteur pour le développement

d’essais cliniques.
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Chapitre 7

Caractérisation des Effets de
la PAT-Plat sur un Modele
de Gliome Heterotopique.

Certaines parties de ce chapitre donneront lieubdigation sous les références :
- Clément Ricard, Manuel Fernandez, Jean-Claude Midléne Elleaume, Herwig
Requardt, Francois Esteve, Christoph Segebarth &dRwijn van der Sanden ;
Synergistic effects of cisplatinum and synchrotroadiation on F98 gliomas growing

in nude mice ; article en préparation.

Nous avons vu dans le précédent chapitre qu'ureiation synchrotron en mode
tomographique avec une dose de 15Gy et une éerdgiekeV n’entrainait pas de dommages
au niveau des tissus et de la vascularisation @eskaine mais générait un délai dans la
croissance du gliome F98. La suite de notre traxaibe pencher sur I'étude des effets de la
PAT-Plat complete sur le gliome F98.

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser dangremier temps a la définition des
différentes modalités qui seront testées.

Dans un second temps, nous verrons quels sontffits ee la thérapie complete, de la
radiothérapie seule ou de l'injection de cisplatseule sur la croissance du gliome F98
implanté en hétérotopique.

Enfin, nous étudierons les effets de la PAT-Plat lauvascularisation du gliome F98 en
utilisant la microscopie biphotonique intravitatmme moyen d’étude.
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7.1 Objectifs et Mise en Place de I'Etude.

Les travaux de MC. Biston ont mis en évidence quBAT-Plat avait des effets curatifs sur
33% des rats porteurs du gliome F98 implanté emtopiqué. Ces conclusions reposent sur
des études de survie ; cependant I'étude des elifetette thérapie sur la croissance tumorale
juste aprés lirradiation ainsi que ses effets lsurvascularisation tumorale n’a jamais été
entreprise. Le but des travaux présentés dans agith est donc d’observer le rdle de la
thérapie sur la croissance tumorale et de détermiri@ combinaison cisplatine et irradiation
génere un effet additif (les effets des deux thésmp’additionnent) ; supra-additif (les effets
des deux thérapies s’additionnent et donnent untaédssupérieur a la somme des deux) ou
synergétique (une interaction se produit entrediEsx thérapies de facon a donner un effet
supérieur a I'addition de leurs effets respectif€).second objectif de ce travail est d’évaluer

les effets de la PAT-Plat sur la vascularisationdrale.

Le choix du modele animal pour la réalisation digecétude se révele primordial. Le modele
orthotopique utilisé pour I'étude des effets derddiation seule (voir chapitre précédent)
apparait intéressant cependant sa réalisationusieléeplusieurs problemes :

- la réalisation des actes chirurgicaux. La thérapmpléte requiert en effet deux actes
chirurgicaux majeurs en mode stéréotaxique : I'anfdtion des cellules tumorales et
I'injection du cisplatine aux coordonnées du siténjéelction le jour précédant
I'irradiation. Nous avons précédemment évoqué figcdlté d’obtenir des cohortes de
tumeurs homogenes, sans reflux le long de la tajecde l'aiguille. Il faut rajouter a
ce probléme les risques septiques de pratiquesec@nde intervention sur des souris
nude dont le systeme immunitaire et particulierenfiagilisé. Les biais générés nous
semblent donc assez importants.

- I'observation en microscopie biphotonique limitee@um sous la dure-mére. Ce
probléme a été discuté plus en détail en 5.3.1.

- limpossibilité de réaliser des mesures de volunmadral a différents délais post-
irradiation sans avoir recours, soit a des saesfid’animaux a intervalles réguliers et
a des mesures réalisées sur coupes histologiquathqde utilisée dans le chapitre
précédent) ; soit a faire appel a des méthodesad@me telles que I'lRM (cependant,
le nombre d’animaux pouvant étre observés par gstirtres inférieur aux nombres

d’animaux de nos cohortes expérimentales).
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Nous avons donc décidé de travailler sur le modelgreffe héterotopique de cellules F98 en
sous-cutané dans le membre inférieur de souris (uaile5.3.3). Ce modele permet a la fois
de réaliser des observations en microscopie bipiopte intravitale, d’obtenir facilement des
mesures de volume a intervalles réguliers (il s@ifnplement de mesurer la longueur et la
largeur de la tumeur a l'aide d’'un pied a coulisse)l réduit les risques septiques pour
I'animal (I'injection des cellules tumorales et displatine est réalisée en sous-cutané en

moins d’'une minute sans incision).

Le volume tumoral au moment de la réalisation ditedment est également un élément
important. Nous avons donc choisi de modéliser deactes de la croissance tumorale :

- un stade baptisé « gliome de petit volume » oudriie moyen au moment du
traitement est de I'ordre de 100rminCela correspond au moment ol I'angiogénése
devient importante. Toutes proportions gardéess mmurrions qualifier ce modele
comme proche de la situation rencontrée lors diagrabstic précoce de glioblastome.

- un stade baptisé « gliome de gros volume » ou lanw® moyen au moment du
traitement est de 'ordre de 480Mirela correspond au moment ol I'angiogénése est
bien établie. Toutes proportions gardées, nousripmsr qualifier ce modéle comme

proche de la situation observée au moment d’'umdistic tardif de glioblastome.

Les modalités du traitement ont également été éelgusur les résultats précédemment
obtenus lors des expérimentations de MC. Bistdous avons donc conservé une irradiation
en mode tomographique avec une dose de 15Gy. lie dbda dose de cisplatine s’est révélée
plus complexe car nos expérimentations ont lieudssr gliomes implantés en héterotopique
dans des tissus ou la neurotoxicité de la molételst pas une limitation majeure ; de méme
le volume de la tumeur au moment de I'injectionsestisiblement différent. Nous avons donc
choisi dans un premier temps de traiter les aninzau@c une dose de 5ug de cisplatine dilué
dans 50ul d'une solution de NaCl a 0.9%. Ce choigté@ motivé entre autres par des
expériences préliminaires réalisées par Jéromef@agicommunication personnelle).

Cette dose de cisplatine a dans un premier tempsteStée lors d’'une premiére série
d’expériences puis un nouveau dosage (2.5ug dgusdBine solution saline) a été utilisé
lors de deux autres séries d’expériences.

Les résultats présentés dans ce chapitre sontule de trois campagnes d’irradiation

indépendantes (avril, juin et septembre 2007).
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7.2 Etude des Effets sur la Croissance Tumorale

La premiére partie de I'étude a donc été consaaréegarder les effets de la PAT-Plat
compléte et de ses différentes modalités (irrantiasieule ou injection de cisplatine seule) sur
la croissance du gliome F98 implanté en héterotmpidrois expérimentations différentes ont
été réalisées :

- tumeurs de gros volume ; dose de cisplatine de Spadiation de 15Gy/79keV.

- tumeurs de gros volume ; dose de cisplatine degz. hpadiation de 15Gy/79keV.

- tumeurs de petit volume ; dose de cisplatine dg@;5rradiation de 15Gy/79keV.
Pour chacune de ces expériences, les animauxédivites en differents groupes (contréles
non traités, traitement complet, irradiation seefiecisplatine seul). La table 7.1 indique la
répartition des animaux dans les différents groupes

Les résultats des différentes expériences serater@gnt comparés entre eux.

Groupe Type de traitement Nombre de souris
I Contréle (gros volume) 14

Il Cisplatine 5ug (gros volume) 7

Il Irradiation 1 (gros volume) 5
\Y Traitement complet (5ug cisplatine) (gros volyme 24
\% Cisplatine 2.5ug (gros volume) 7
Vi Irradiation 2 (gros volume) 8
Vi Traitement complet (2.5ug cisplatine) (groswole) 27
VI Contréle (petit volume) 6
IX Cisplatine 2.5ug (petit volume) 7
X Irradiation (petit volume) 5
XI Traitement complet (2.5ug cisplatine) (petit wole) 18

Table 7.1 : Répartition des animaux (souris nude faelles) et constitution des différents groupes.

7.2.1 Matériels & Méthodes

7.2.1.1Mise en place du modele
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Les tumeurs ont été implantées selon la procédirete en 5.3.3.1.1 par l'injection de 50l
d'une suspension de A1@ellules F98 dans du DMEM en sous-cutané dans denbme
inférieur gauche de souris nude.

A la suite de l'injection, les animaux ont été @acen stabulation pour une durée de 2
semaines ¥ pour obtenir des tumeurs de petit volameroximativement 100niihou pour
une durée de 3 semaines ¥z pour obtenir des tundeugsos volume (approximativement
480mn?).

7.2.1.2Préparation des animaux

Les animaux ont été répartis de facon aléatoire déferents groupes (voir table 7.1 pour les
détails de la répartition). Pour les souris desiges « traitement complet » (IV, VII, XI), une
injection de cisplatine (2.5 ou 5ug en fonction gemupes) dans 50ul d’'une solution de NaCl
0.9% a été pratiquée 24h avant la phase d'irradiatPour les animaux des groupes
« cisplatine seul » (I, V, IX), l'injection a etell au méme moment que pour les groupes
« traitement complet » afin de pouvoir réaliser c@sparaisons.

La phase d'injection a été réalisée sous une badesthésie a l'isoflurane (4% dans l'air
pendant une minute) et a l'aide d’'une seringue awveraiguille 29G dont I'extrémité a été
placée au centre du volume tumoral. La durée de plmse d’injection est

d’approximativement 30s.

7.2.1.3Protocole d’irradiation

Les souris ont été anesthésiées par une injectbraperitonéale d’'un cocktail de
xylazine/ketamine (0.1% / 1%) dans une solutionN#C| a 0.9%. Une fois anesthésie,
I'animal est positionné sur un cadre horizontal gexiglas spécialement congu pour
I'expérience. Un sachet de gel chauffant placé dausouris permet de maintenir sa
température dans des conditions physiologiques.

Le membre inférieur gauche de I'animal est ensugéré et maintenu a I'aide d’un fil dans
un tube vertical en plexiglas (Figure 7.1).

Le cadre est fixé sur la plateforme d’irradiatianspl’axe de rotation est positionné de facon a

se trouver au centre du tube en plexiglas contdeanembre inférieur de I'animal.
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Le rayonnement synchrotron aprés avoir été monoatieé a 79keV traverse un collimateur
définissant un faisceau de 1.5mm de haut sur 40mnarde. L'intégralité de la surface se
trouvant a l'intérieur du cylindre est irradiéerande tomographique.

Avant chaque irradiation une radiographie est séalien utilisant le rayonnement synchrotron
et le détecteur Germanium de fagon a repérer leetmgur laquelle lirradiation doit avoir
lieu. La dosimétrie est également vérifiée a I'aldece détecteur (Figure 7.2).

La hauteur sur laquelle le membre inférieur deilreal est irradié dépend de la forme et du
volume de la tumeur. Elle varie entre 12 et 21mnguiecorrespond a un nombre de 8 a 14
rotations de la plateforme. La jonction entre l@&rkntes rotations est vérifiée a I'aide du
film Gafchromic.

Le débit de dose (normalisé par rapport a la valeucourant des électrons dans I'anneau de
stockage) est de 9.9.4@y.mA™.s* au niveau de la peau.

La vitesse de rotation est ajustée de facon a awwr dose déposée de 15Gy a l'axe de
rotation ; la durée de lirradiation est de I'ordle 15 & 25 minutes.

7.2.1.4Mesure du volume tumoral

Le volume de référence (t=0) pour tous les groupesimaux a été mesuré 24h avant la
phase d’irradiation (pour les animaux contrbleslest animaux ayant recu uniguement
I'injection de cisplatine, la mesure a égalemeétpeatiquée le méme jour).

Le volume a ensuite été évalué a différents dépigs le traitement en utilisant un pied a
coulisse numérigue. Seules la longukeet la largeuw de la tumeur ont été prises en compte
pour le calcul. La hauteur n’a pas été considéiteconséquence, les volumes tumoraux
observés sur certains animaux des groupes 1V, VXl g@euvent étre Iégérement surestimés
étant donné qu’'un effondrement a pu étre observé&esmtre de la tumeur chez certains
animaux (20%).

Le volumeV a été obtenu en appliquant I'équatiovi = n (4/3) | w. Le volume tumoral de
référence (t=0) a été normalisé a 100 dans I'enkedds figures présentées dans cette étude.
Les analyses statistiques ont été réalisées aveotgamme GraphPad Prism4 (San Diego,
USA). Un test de Student pour données non appai8tadent’s unpaired two-tailddest) a
été utilisé pour comparer les moyennes. Les donisées représentées sous la forme
« moyenne * erreur standard a la moyenne (SEMgs .différences sont considérées comme

significatives a une probabilité p <0.05.
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AXxe de rotation

F &

Rayonnement 1
Synchrotron

Figure 7.1 : Positionnement de la souris sur le cagl.

La souris est allongée sur un cadre horizontak enémbre inférieur gauche portant la tumeur est
positionné dans un cylindre vertical en plexigla'sxe de rotation de la plateforme est aligné sur
I'axe du cylindre. L’animal est irradié en mode tgraphique de sorte que le volume se trouvant a
l'intérieur du tube recoive l'intégralité de la dosA droite, photo du dispositif ; le film Gafchram
déposé au niveau du cylindre permet par la suiteédéer si la jonction entre les différentes tatas

est bien réalisée. La couleur bleue montre la goma recu l'irradiation.

Cabine expérimentale

Axe de rotation

Détecteur Film _
Germanium co Gafchromic

Ligne de lumbére

Collimateur (\aﬁ

Monochromateur

Plateforme rotative

Figure 7.2 : Représentation simplifiée du setup diadiation utilisé pour le traitement des
tumeurs implantées en héterotopiquePartie droite du schéma adaptéenden.esrf.eu
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7.2.2 Résultats

Nous décrirons dans un premier temps les effetsailement et de ses différentes modalités
sur des tumeurs de gros volume au moment de lapieé(480 + 33 mM) en regardant
notamment le role de la quantité de cisplatinectdjesur la croissance tumorale. Dans un

second temps, nous nous intéresserons aux tumepetidvolume (106 + 11 mih

7.2.2.1Campagne d'avril 2007

Dans cette premiére série d’expériences, nous avaveillé sur des tumeurs de gros volume

avec une dose de 5ug de cisplatine (Figure 7.3).
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Figure 7.3 : Courbe de croissance du gliome F98 sdes tumeurs de gros volume avec une dose
de cisplatine de 5ugq (campagne d’avril 2007).

Le volume relatif (normalisé a 100 a JO) est repmésen fonction du temps apres le traitement.
Effets d’'une injection intratumorale de 5ug de k@tpe (groupe Il, diamants noirs); de la
radiothérapie seule (groupe lll, ronds bleus) ;tditement complet (groupe IV, triangles verts) et
animaux contrdles (groupe I, triangles inverségesit

Statistiques. &: p<0,05 traitement complet contrble; #: p<0,05 irradiation seules contrble; +:
p<0,05 traitement complets cisplatine seul; £: p<0,05 irradiation seutecisplatine seul; $: p<0,05
traitement completsirradiation seule.

Le cisplatine seul semble n’avoir aucun effet surcioissance tumorale par rapport a des
animaux non traités. L'irradiation réduit la cr@sse tumorale, cependant, la croissance pour

ce groupe redevient exponentielle a partir de Erigme semaine apres le traitement.
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Le traitement complet semble réduire considérabi¢raecroissance tumorale. Cependant, la
différence entre les groupes irradiation seuleagteiment complet ne devient statistiquement
significative qu’au-dela de 3 semaines.

Entre 3 et 4 semaines post traitement, la croigsda@roupe traitement complet stagne mais
I'ensemble des animaux ont été trouvés morts slapside temps trés court aux alentours du
28eme jour, sans observation de signes avant-asurdne toxicité de la thérapie avec une
dose de cisplatine de 5ug sera discutée par k& suit

Malgreé tout, la thérapie compléte semble avoir pledfets que la radiothérapie seule ou que
la chimiothérapie seule, cette derniére n'ayantuaueffet sur la croissance tumorale. Il
semble donc que les effets observés lors de laghécompléte ne soient pas additifs ou

supra additifs mais synergiques.

7.2.2.2Campagne de juin 2007

Etant donné que la thérapie complete réalisée awveaose de cisplatine de 5ug semble étre
toxique pour [l'animal, nous avons décidé de meneare unouvelle campagne
d’expérimentations sur tumeurs de gros volume #éisart une dose de cisplatine réduite de

moitié ; c’est a dire 2.5ug (Figure 7.4).
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Figure 7.4 : Courbe de croissance du gliome F98 sdes tumeurs de gros volume avec une dose
de cisplatine de 2.5ug (campagne de juin 2007).

Le volume relatif (normalisé a 100 a JO) est repmésen fonction du temps apres le traitement.
Effets d’'une injection intratumorale de 2.5ug dsepfatine (groupe V, diamants noirs); de la
radiothérapie seule (groupe VI, ronds bleus) ; rditement complet (groupe VII, triangles verts) et

animaux contrdles (groupe I, triangles inverségesit
Statistiques. &: p<0,05 traitement complet contrdle; #: p<0,05 irradiation seules contréle; +:

p<0,05 traitement complets cisplatine seul; £: p<0,05 irradiation seukecisplatine seul; $: p<0,05
traitement completsirradiation seule.

231



Chapitre 7 : Caractérisation des effets de la PA&tP

Nous avons a nouveau constaté que le cisplatinensait aucune action sur la croissance
tumorale.

L’irradiation seule entraine un ralentissementalerbissance tumorale observée au cours des
3 premiéres semaines suivant le traitement. Ceperddd semaines, la croissance devient a
nouveau exponentielle.

Le traitement complet entraine une réduction derdégssance tumorale identique a celle de
I'irradiation seule au cours des 3 premiéres seesaguivant le traitement. Par contre au-dela
de 3 semaines, |'effet de la thérapie compléteeamd de réduction de la croissance tumorale
est plus important. Il faut cependant noter qusefaines post traitement cette différence est

une tendance et n’est pas significative (p=0.08).

7.2.2.3R0le de la dose de cisplatine

Que ce soit avec une dose de 2.5ug ou de 5ug,avmuns pu constater que le cisplatine
n'avait aucune action sur la croissance tumorabs tourbes de croissance des animaux
traités avec le cisplatine seul sont superposaiVes la courbe des animaux non traités
(Figure 7.5).

12504

1000+ =¥~ Control
O == Cisplatinum 2.5 g
g =+ Cisplatinum 5 pg
S 750
2
®
o 5001
2

2501
0 L L] L] L] L] 1 L) L}

C 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Days post irradiation

Figure 7.5 : Action du cisplatine seul sur la courb de croissance du gliome F98 sur des tumeurs

de gros volume.

Le volume relatif (normalisé & 100 a JO) est regmé&sen fonction du temps apres le traitement.

Effets d’'une injection intratumorale de 2.5ug depkitine (groupe V, diamants vides bleus) ; de 5ug
de cisplatine (groupe Il, diamants pleins vertsaeimaux contrdles (groupe I, triangles inversés

rouges).
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La forte toxicité rencontrée sur le groupe traitatneomplet avec 5ug de cisplatine n'a pas
été observée pour les animaux ayant recu le traiterromplet avec une dose de 2.5ug de
cisplatine. Cependant, la réduction de la croissanmorale est plus importante avec 5ug de
cisplatine qu’avec 2.5ug (Figure 7.6). La stabilsa de la croissance tumorale observée
entre 3 et 4 semaines post traitement n’est vigjbepour le groupe traitement complet avec
5ug de cisplatine.
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Figure 7.6 : Action de la thérapie compléte avec fiérentes doses de cisplatine sur la courbe de
croissance du gliome F98 (tumeurs de gros volume).

Le volume relatif (normalisé a 100 a JO) est repmésen fonction du temps apres le traitement.
Effets de la thérapie compléete avec 2.5ug de displdgroupe VII, triangles vides bleus) ; de la
thérapie compléte avec 5ug de cisplatine (groupetrisingles pleins verts) et animaux contréles
(groupe I, triangles inversés rouges).

Statistiques. §: p<0.01 traitement complet avec &gigisplatiness traitement complet avec 2.5ug de
cisplatine.

7.2.2.4Campagne de septembre 2007

L’objectif de cette derniere campagne a été dertd@fficacité de la PAT-Plat et de ses
différentes modalités sur des tumeurs de petitnaelgapproximativement 100nin Nous
avons également choisi une dose de 2.5ug de d@mplafin d’éviter la toxicité observée
précédemment (Figure 7.7).

Nous constatons a nouveau que le cisplatine saubas d’action sur la croissance tumorale

sauf au cours de la premiére semaine ou I'on obaamtres léger ralentissement.
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L’irradiation seule entraine un ralentissementalerbissance tumorale qui est significatif les
3 premiéres semaines apres le traitement.

Le traitement complet entraine également un folkntessement. La différence entre le
traitement complet et l'irradiation seule est siigaitive a partir de la deuxieme semaine post
traitement. Le ralentissement observé apres [einaint complet reste significatif jusqu’a de
long délais (6 semaines post traitement).

A modalité de traitement identique (2.5ug de ciapdg, I'efficacité de la PAT-Plat en
comparaison d’une irradiation seule apparait uneagee plus tét et reste significative a plus

long terme pour des tumeurs de petit volume que gesi tumeurs de gros volume.
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Figure 7.7 : Courbe de croissance du gliome F98 sdes tumeurs de petit volume avec une dose
de cisplatine de 2.5u9 (campagne de septembre 2007)

Le volume relatif (normalisé a 100 a JO) est repmésen fonction du temps apres le traitement.
Effets d'une injection intratumorale de 2.5ug dspfatine (groupe IX, diamants noirs); de la
radiothérapie seule (groupe X, carrés bleus) ;rditetment complet (groupe Xl, diamants verts) et
animaux controdles (groupe VIII, carrés rouges).

Statistiques. &: p<0,05 traitement compies contrdle; #: p<0,05 irradiation sewlss contrdle; +:
p<0,05 traitement comple¥s cisplatine seul; p: p<0,05 cisplatine setd contréle; $: p<0,05
traitement comple¥sirradiation seule.

7.2.2 5Effet de synergie

Au cours des difféerentes expérimentations menéegesurois campagnes nous avons donc
pu constater que le cisplatine n’avait pas d’'e$iat la croissance tumorale, que lirradiation

seule avait un effet a court terme et que le tret®@ complet avait un effet plus important
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notamment dans la durée. Les effets des deux néslajue I'ont retrouve dans la PAT-Plat

ne sont pas additifs mais synergiques.

7.2.3 Discussions

Jusqu’a maintenant, les effets de la PAT-Plat sugllome F98 ont essentiellement éte
observés en terme de survie. Cependant, I'étudesfiets du traitement complet ou de ses
différentes modalités sur la croissance tumora®ait jamais été reportée.

Dans notre étude, le gliome F98 s’est développdétarotopique, au niveau du membre
inférieur de la souris nude permettant d’une pantéaliser facilement une étude longitudinale
(il est facile de mesurer le volume tumoral a wadles réguliers) mais également de
s’affranchir des interactions du systeme immuretaur I'efficacité du traitement (comme

nous l'avons vu précédemment, les souris nude éseptent pas de réaction immunitaire a
médiation cellulaire).

D’autre part, notre protocole a été testé sur desetrs de volumes différents permettant

d’observer les effets du traitement a différengsles de la croissance tumorale.

7.2.3.1Effets de I'irradiation seule

Nous avons observé qu’une irradiation synchrotretaine dose de 15Gy et une énergie de
79keV entrainait un ralentissement de la croissdaoogliome F98 implanté en hétérotopique.
Biston et al. ainsi que Adam et &.avaient déja rapportés une augmentation de laanédie
survie pour des rats irradiés avec une dose de B5@BERF (48 et 46 jours respectivement
en comparaison des 26 jours pour des animaux degstro

Au cours de notre étude, le ralentissement dedssance tumorale a été observé pendant 3
semaines avant que la courbe ne reprenne une apenentielle. Ces 3 semaines
correspondent approximativement a I'augmentatiofaddurée de survie pour les animaux
ayant été traités au cours des deux études préogaiatrgitées.

Bencokova et al. ont récemment classifié le glidi®& comme étant une lignée cellulaire
dont la radiosensibilité est modéféd.a fraction de survie cellulaira vitro aprés une
irradiation de 2Gy a été quantifiée a 41.4 = 2.9%algré cette radiosensibilité modérée,
l'irradiation ne semble pas stériliser l'intégrélides cellules tumorales. Nous pouvons

émettre I'hnypothése qu’un grand nombre de cellH88 sont en mort mitotique mais que
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I'intégralité du volume tumoral n’est pas stérilit@ récurrence semble apparaitre au bout de
3 semaines apres lirradiation.

Si 'on compare cette étude réalisée en hétérobepayec I'étude orthotopique présentée dans
le chapitre précédent, nous constatons que l'eftetlirradiation dure beaucoup plus
longtemps pour les tumeurs implantées dans le neermférieur. Une des explications
pourrait venir du fait de la différence d’enviromment tumoral entre les deux modéles,
cependant tout ne peut pas étre expliqué de ceibéene.

Nous avons vu précédemment que nos irradiationstbntopique sont réalisées a partir de
données théoriques (localisation du point d’infattiles cellules dans le cerveau) ; il nous est
cependant impossible de prédire comment a pousséurigeur et devant la grande
hétérogénéité dans la forme des gliomes F98 olseruéhistologie, il est tres fortement
probable que I'intégralité de la tumeur n’a pasurégradiation.

Cependant, dans le cas des gliomes implantés érotaique, I'intégralité de la tumeur a été
irradiée. La différence entre les effets obsenassdes deux modeles pourrait donc avoir
pour origine le volume de la zone tumoral irradgar{iel en orthotopique ; intégral en
hétérotopique). Ce parametre doit particulierenééra pris en compte pour le développement
d’essais cliniques pour délinéer au mieux par dififes méthodes d’'imagerie les contours de

la tumeur avant de l'irradier dans sa totalité.

7.2.3.2Effets de la chimiothérapie seule

Nous n’avons constaté aucun effet du cisplatindasaroissance tumorale, avec une dose de
2.5ug comme avec une dose de 5ug. Biston ehwahient cependant rapporté une légere
augmentation de la médiane de survie chez desra#ttss avec 3jg de cisplatine (37 jours en
comparaison de 26 jours pour des animaux contr@lag différence de sensibilité entre
souris et rats pourrait étre éventuellement avancéerble du systeme immunitaire peut
également étre une hypothése pouvant expliquesdiate d’'effets. L’addition de I'action du
cisplatine et de la réaction immunitaire sur ldiutes tumorales pourrait étre a l'origine de la
légere augmentation de survie observée par Bistoal.eDans le cas de notre étude, le

cisplatine n’est pas suffisant pour entrainer seutffet sur la croissance.
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7.2.3.3Effets de la thérapie compléte

Au cours de notre étude, une réduction de la @pis tumorale a été observée apres le
traitement complet. Cette réduction est plus inmgud que celle observée pour l'irradiation
seule, notamment sur la durée.

Pour les animaux porteurs d’'une tumeur de grosme)da différence en terme de croissance
tumorale entre les animaux ayant recu le traitergentplet et ceux ayant simplement recu
l'irradiation est significatif a partir de 3 sema post traitement (quelque soit la dose de
cisplatine, 2.5 ou 5ug). Pour les animaux avec aibld volume tumoral au moment du
traitement, cette différence est significative déemaines post traitement.

Nous n’avons constaté aucune rémission a long téBnamimaux ont eu un volume tumoral
stable durant 3 mois post irradiation mais ont toaidement subi une récurrence par la
suite). Nos résultats sont donc loin de ceux dgddins I'étude de MC. Bistbqui a mis en
évidence 33% d’effets curatifs de la PAT-Plat sas dats Fisher porteurs du gliome F98
implanté en orthotopique.

Une explication de l'origine de ces différences npait Etre le rble de la réponse immunitaire
a médiation cellulaire dont les souris nude sopibdévrues en comparaison des rats Fisher.
La stimulation du systéme immunitaire lors du déppement d’un néoplasme et aprés une
radiothérapie peut avoir un réle important danfsonse anti-tumorale. Nous pouvons donc
émettre I'hypothése que l'absence de rémission Emp long terme peut étre due a

I'absence de systéme immunitaire a médiation @fkildans notre modéle.

Nous avons également observeé que les effets tiédapie complete en terme de réduction de
la croissance tumorale était beaucoup plus impbdsac une dose de cisplatine de 5ug.
Malheureusement tous les animaux de ce groupeaiVgté trouvés morts sur un intervalle
de 5 jours centrés sur le 28eme jour post traitén@es morts prématurées et non prévisibles
(les animaux décédés le matin ne présentaient asigae visible la veille) pourraient étre
dues a la toxicité du cisplatine. Cependant, léamamx du groupe cisplatine seul 5ug (1)
n'ont pas subi d’intoxication. Il semble donc quee tbxicité soit liée a la combinaison

cisplatine + irradiation.

Les meilleurs résultats en terme de controle dumel tumoral avec un minimum de toxicité

ont été obtenus sur le groupe Xl (tumeurs de petitme traitées avec une dose de 15Gy et
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2.5ug de cisplatine). Jusqu’a maintenant, il agtét impossible de déterminer si les effets
observés suite a la PAT-Plat étaient supra additifsynergiques.

Dans cette étude, nous avons pu montrer pour lenipre fois que les effets étaient
synergiques. Il existe une interaction entre lesxd@odalités. Cet effet de synergie n’a pu
étre démontré que par le fait que le cisplatind suaucun effet et que le réle du systeme

immunitaire est écarté chez la souris nude.

La nature de la synergie reste cependant sanssepBiston et al. avaient émis I'hypothese
gue ces effets (qui n'étaient pas encore difféésnéi ce moment entre effets de synergie ou
supra additifs) pouvaient étre du a I'émission e&lons Augeér Quand le platine est irradié
avec une énergie juste au dessus de son K-ed@éeatron de la couche K est éjecté par effet
photoélectrique et crée ainsi une lacune. Cettignla@st remplie par un réarrangement des
électrons se trouvant sur les couches périphérigupsut donner lieu a une cascade Auger.
Les électrons Auger peuvent interagir sur des migts de quelqgues nanomeétres avec des
macromolécules. Comme le cisplatine forme des #&lduwi niveau de 'ADN, un nombre
maximal de dommages comme des DSBs sont crééschapitre 3).

Cependant, il a également été démontré qu'uneiatiad avec une énergie réglée juste au-
dessus ou juste en-dessous du K-edge du platingreait des effets similaires en terme de
survie. En dessous du K-edge, l'effet Auger estubeap moins présent mais un effet
photoélectriqgue important est également créé. Get ghotoélectrigue prédominant pourrait
étre I'une des explications sur l'origine de I'déffde synergie observé entre le cisplatine et

I'irradiation.

7.3 Etude des Effets sur la Vascularisation

La seconde partie de I'étude a consisté en I'olagienv des effets de la thérapie complete sur
la vascularisation du gliome F98. Les expérimeatationt été réalisées sur le groupe IV
(tumeurs de gros volume avec injection de 5ug siglatine et irradiation synchrortron avec

une dose de 15Gy et une énergie de 79keV).
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7.3.1 Matériel & Méthodes

7.3.1.1Protocole d’irradiation

Les animaux utilisés lors de cette expérience amtie du groupe IV et ont été implantés et

traités selon les procédures décrites en 7.2.1

7.3.1.20bservations en microscopie biphotonique

Les animaux ont été étudiés a J5 et J12 post atradi (n=4 souris par temps). La

vascularisation tumorale a été observée selorokequle décrit en 5.3.3.

Un cocktail de 100ul d’'une solution de FITC dexti@dkDa a 100mg/ml et de 50ul d’'une

solution de SRB a 10mg/ml dans une solution de Na@% a été injecté dans la veine
caudale de la souris. Le FITC dextran 70kDa reatesde circuit vasculaire et sert a repérer
les vaisseaux sanguins; la SRB s’extravase et giewifaugmenter le contraste. La

vascularisation tumorale a été observée de 0 ar2G@us la surface.

7.3.1.3Etudes histologigues et immunohistochimiques

Les tumeurs ont été prélevées sur les souris etdikpérimentation puis congelées dans de
l'isopentane a -80°C. Des coupes de 10um d’épaisset ensuite été réalisées sur un
cryotome (Microm HM560) et recueillies sur des lanpeeencollées a 'amimopropyle. Les

lames ont ensuite été congelées a -20°C jusquialesation des colorations histologiques en
HE (pour le protocole, voir 6.2.1.4.2) ou des calimns immunohistochimiques du collagéne
IV (pour le protocole, voir 6.2.1.4.3).

7.3.1.4Mesure de la surface vasculaire non perfusée

La surface vasculaire non-perfusée n’'a pu étre rdesgue sur des animaux contrbles (n=3)
et des animaux a J5 post traitement (n=3). Une &k I'image provenant d'un « merge »
des deux voies (FITC-dextran 70kDa et SRB) estd@liord sélectionnée puis binarisée et le
pourcentage de la surface non perfusée est caelda la formule suivante : S = ((nombre de
pixels de la ROl — nombre de pixels blancs) / nead® pixels de la ROI) x 100.
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7.3.2 Résultats

Les gliomes F98 non traités présentent un cceurotigee entouré par des marges
prolifératives tres actives et vascularisées (lEguB A et B). Les vaisseaux angiogéniques
trouvés dans cette zone sont larges et désorgdkiggse 7.8 C et D). Ces caractéristiques
sont bien celles d’'un glioblastome. La macrophapgre de la figure 7.8 A met bien en

évidence l'origine des vaisseaux angiogéniguegpouiiennent des tissus sains avoisinant la

tumeur et qui cheminent a sa surface pour I'englobe

En utilisant la microscopie biphotonique intrawtala perfusion des vaisseaux angiogéniques
a été observée 5 et 12 jours aprés le traitementpled (groupe IV, irradiation de
15Gy/79keV et 5ug de cisplatine). A ces deux temdpsnombreux vaisseaux ne sont plus
perfusés (Figure 7.9 B et C; fleches) en compamaide contréles n’ayant recu aucun
traitement (Figure 7.9 A). La mesure de la surface perfusée donne 52 + 5 % pour les
animaux a J5 et 5 £ 5 % pour les contréles.

Une régression du volume tumoral (concavité etosra également été observée au sommet
du volume tumoral a partir de 3 semaines postetrant chez certains animaux des groupes
ayant recu le traitement complet (groupes IV, \{IK8 (Figure 7.9 D). Nous discuterons par

la suite de la possible origine de ce phénomeéne.

Enfin, des observations histologiques ont montré quelque soit le groupe étudié, la
microstructure de la tumeur est identique a detestavancés de développement quelque soit
la thérapie utilisée (PAT-Plat compléte, irradiatiseule ou cisplatine seul). La récurrence
entraine des caractéristiques identiques a cellee dumeur n'ayant pas éteé traitée : coeur

nécrotique et marges prolifératrices (Figure 7.10).
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Cceur Necrotique
Ap————-

Figure 7.8: Caractérisation de la vascularisationdu gliome F98 non traité implanté en
hétérotopique.

A. Macrophotographie de la surface du gliome FOQ&spetrait du plan cutané. Les observations en
microscopie biphotonique ont été réalisées en ptdgbjectif en immersion dans une solution saline
au dessus de la tumeur.

B. Marquage immunohistochimique réalisé sur ungeale 10um d’épaisseur d’'un gliome F98 ayant
poussé en héterotopique. Vert: marquage du coléadgié mettant en évidence la vascularisation ;
bleu : marquage des noyaux avec du Hoechst 33#@48ruit de fond d0 au marquage du collagéene IV
dans la matrice extracellulaire de la tumeur estqué par le signal du Hoechst 33342.

C. Projection en z de 100 coupes acquises de Q@n28ous la surface de la tumeur par microscopie
biphotonique intravitale (colorant : FITC dextrabkiDa).

D. Projection en z de 50 coupes acquises de 0 jami@dus la surface de la tumeur par microscopie
biphotonique intravitale (colorant : FITC dextrabkDa). Pour les images C et D, une soustraction du
bruit de fond a été réalisée par un rolling bai@un rayon de 50 pixels.
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Vaisseau angiogénique
non perfuse

Vaisseau angiogénique
perfusé

Figure 7.9 : Effets du traitement complet (5ug de isplatine ; irradiation_avec une dose de
15Gy/79keV) sur la vascularisation tumorale.

A, B, C. Images acquises en microscopie biphotanigtravitale a approximativement 75um sous la
surface de la tumeur chez une souris non trait¢e $Aours apres le traitement (B) et 12 jourseapr

le traitement (C). Les fleches blanches signalest whisseaux non perfusés. Vert : marquage de la
vascularisation par le FITC dextran 70kDa ; roug@RB servant a augmenter le contraste. Une
soustraction du bruit de fond par rolling ball awet rayon de 10 pixels a été appliquée sur les 3
images.

D. Macrophotographie d'un gliome F98 implanté emhaiopique un mois apres avoir recu le
traitement complet. La zone se trouvant au sommdadumeur a régressé et présente des zones de
nécrose. On remarque des points noirs (flecheslas) sur les bords de la partie concave crééa par
régression. Il semble s’agir de vaisseaux sanguinpés et non perfusés.

E. Schéma d'interprétation de la régression obgenmnémois apres le traitement complet chez certains
animaux. La zone grisée représente la partie aggnéssée.

7.3.3 Discussion

Les effets de la PAT-Plat sur la vascularisatiandrale ont été observés dans le groupe IV
ayant recu le traitement complet (irradiation + Sjegcisplatine sur tumeurs de gros volume).
Nous avons précedemment constaté qu’il s’agit dwmg ou la réduction de la croissance
tumorale est la plus importante ; cependant, dis@galement du groupe ou une forte toxicité
a été observée 4 semaines apres le début du temiteNos observations ayant été réalisées a

court terme (J5 et J12 post traitement), la to&inib pas été problématique et nous avons pu
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mener notre étude sur une phase ou la courbe dsance de la tumeur est quasiment stable
(Figure 7.3).

Nous avons constaté une augmentation de la surésoeilaire non perfusée (52 + 5% avd5s

5 + 5% chez les contréles) dans les marges actvege diminution a lieu bien avant la

régression observée au sommet du volume tumosainaines aprés le traitement.

Figure 7.10: Coupe histologique colorée en HE réaée sur un gliome F98 ayant poussé en
hétérotopigue et ayant recu le traitement completd.5ug de cisplatine et irradiation avec une
dose de 15Gy/79keV).

Les coupes ont été réalisées sur des prélevenmtaseh fin d’expérimentation aprés la récurrence.
On note la présence d’un cceur nécrotique entourdgsamarges de progression actives (A). Un zoom
au ceceur de la tumeur permet de mieux observemla mécrotique dépourvue de cellules et en marge
les zones riches en cellules tumorales (B). Derghtions similaires ont été réalisées sur des
animaux controles et des animaux ayant recu, ‘soddiation seule, soit le cisplatine seul (queiqu
soit la dose).

7.3.3.1Explication de la régression au sommet de la tumeur

La distribution du cisplatine a été réalisée de iBrarhomogéne dans tout le volume tumoral
(les travaux de MC. Biston utilisant une méthodajdttion proche de la notre avaient conclu
a une distribution dans tout le volume tumoral enservant de la méthode SR-XRF pour
cartographier la localisation du platifi§.

Les cellules endothéliales ont donc recu a la twmie dose élevée de cisplatine ainsi que

l'irradiation. Le traitement complet peut alors um@ une mort de certaines cellules

243



Chapitre 7 : Caractérisation des effets de la PA&tP

endothéliales se trouvant dans les marges actiwda tlmeur. Les conséquences sont des
collapses des vaisseaux sanguins et donc une dioninde la perfusion entrainant le

ralentissement de la croissance tumorale.

Nous avons constaté une régression au sommettdendaur apparaissant 3 semaines apres le
traitement complet. L'analyse des macrophotograpfitegure 7.8 A) met en avant que les
vaisseaux angiogéniques cheminent depuis les zaiees pour aller recouvrir la tumeur.
Nous constatons également que la zone se trouvasbmmet de la tumeur est la moins
vascularisée. Etant donné que le traitement coniptktit une diminution de la perfusion,
I'apport en oxygéne et en nutriments sera beauptugfaible au sommet de la tumeur qu’en
périphérie, d’ou une régression observée a ce mivea

Le départ de la récurrence a été observé au ndemmarges actives se trouvant a proximité
des tissus sains, la ou la vascularisation estipipsrtante et ou, malgré les effets de la PAT-
Plat, la perfusion demeure suffisante pour permattn approvisionnement suffisant a la
survie et au développement des cellules tumorales.

Bien que ces observations soient dues a un biaimalee modele, elles demeurent
intéressantes pour mieux comprendre les mécanidmés PAT-Plat. En effet, implanté en
orthotopique, un gliome est en contact avec lawassation du tissu héte sur l'intégralité de
sa surface tandis qu’en hétérotopique, une facerestontact avec la peau qui est moins

vascularisée.

Considérons une seconde hypothése ou le cisplatiagrait pas diffusé de maniére
homogene dans lintégralité¢ de la tumeur. Dans as, teffet de la PAT-Plat sur la
vascularisation serait maximal au niveau de laigparentrale et au sommet de la tumeur
(trajet de I'aiguille) entrainant une obturatiorsdmucles de I'arbre vasculaire (Figure 7.9 E).
Les conséquences seraient alors une diminutioa gerfusion en périphérie. Malgré tout, le
plus grand nombre de vaisseaux se trouvant a piexides tissus sains permettrait a la
perfusion de demeurer suffisante a ce niveau peumgttre une récurrence. Nous avons donc
a faire ici a un effet direct au niveau du cceudtesommet de la tumeur et un effet indirect en

périphérie.

Il est assez difficile de trancher entre les deypatheses préecédemment citées pour expliquer
la régression centrale observée apres PAT-Plati QWiben soit, nous pouvons avancer que

la PAT-Plat entraine une diminution de la perfusiomorale. Ce paramétre est primordial
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pour le succes de la thérapie. Une thérapie agibganique néo-adjuvante a la PAT-Plat
(c'est-a-dire réalisée dans l'idéal entre 7 etdll§ avant) pourrait permettre de réduire de

maniere encore plus significative la perfusion@iade mieux contréler le volume tumoral.

7.3.3.2Validité de nos résultats

Nos expériences ont été réalisées sur les animaun eecu la thérapie complete (groupe V)
ainsi que sur des contréles non traités (groupddys avons mis en évidence des différences
entre ces deux groupes en terme de perfusion. @apera I'heure actuelle, nous n’avons pas
évalué le role de chacune des modalités (irradiaba injection de cisplatine) sur la
vascularisation pour des raisons techniques. Lpgéreences meneées sur le cerveau de souris
nude (voir chapitre 6) laissent a penser qu’uragiation synchrotron avec une dose de 15Gy
et une énergie de 79keV n’a pas d'effet sur laMasisation. Une toxicité du cisplatine pour
les cellules endothéliales a déja été rapportéaymmoent dans le cadre du cancer du testicule.
Cependant, la nature de ses effets demeure asseZq@rté® 1%

Dans notre étude, la régression observée au nteaommet de la tumeur n’a été constatée
gue sur les animaux ayant recu le traitement camipés souris du groupe cisplatine seul 5ug
(groupe 1) n'ont pas présenté ce type de régrassicapparait donc que les effets sur la
vascularisation pourraient bien avoir pour origeé¢hérapie complete.

Des expériences complémentaires sont cependanssades pour confirmer le réle précis

des deux modalités du traitement sur la diminutiema perfusion.

7.4 Conclusions

Nous avons pour la premiere fois mis en évidencefigt de synergie entre l'irradiation et le
cisplatine permettant un net ralentissement derdégsgance du gliome F98 implanté en
hétérotopique.
En considérant nos résultats et les études précedrimmenées, nous pouvons émettre
I'hypothese que le ralentissement de la croissamoerale suite a la PAT-Plat est di :
- a une mort mitotigue des cellules tumorales mégige I'effet photoélectrique et
I’émission d’électrons Auger.

- aune réduction de la perfusion du volume tumoral.
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Cet effet sur la vascularisation doit étre pris @mpte et optimisé, notamment par
I'utilisation de thérapies anti-angiogéniques népraantes a la PAT-Plat.
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Conclusions et Perspectives

Au cours de ce travail de these nous avons cheérdaéactériser les effets de la PAT-
Plat et de ses différentes modalités sur les tisgua vascularisation cérébrale chez des
animaux sains mais également sur le gliome F98nodele de glioblastome, implanté chez
la souris nude.
Les connaissances des effets de la PAT-Plat avjami’'alors deux origines :

- invitro, par des expérimentations menées sur culturadaiedls apportant une grande
qguantité d’'informations présentant cependant aestdiiais car la modélisation est
extremement éloignée de la réalité (patho)physigiog

- invivo, par la réalisation d’études de survie.

Mis a part quelques observations histologiquesefieds biologiques de la PAT-Plat et de ses
difféerentes modalités n’avaient jusqu’alors jametis observés chez I'animal. L'objectif de ce
travail de thése a donc été de caractériser cesseffans des modéles les plus proches
possibles de la réalité (patho)physiologique. Rela, nous avons di développer des modeles
animaux ainsi que mettre au point certaines teclasigle marquage et d’observation. Parmi
toutes les méthodes d’imagerie disponibles, nousnsvprivilégié la microscopie
biphotonique qui permet des observations intraagtalvec une résolution spatiale de I'ordre
du micromeétre et une résolution temporelle de ferde la seconde. Nous avons donc dd
développer et adapter ce type de microscopie ankaintes de notre modele et mettre au
point des techniques de coloration mettant en écelea la fois la morphologie mais

également la physiologie de certaines structuresbcales et vasculaires.

Effets du rayonnement synchrotron sur les tissus c@braux

Nous avons pu caractériser les effets d’'une irteissynchrotron avec une dose de 15Gy et
une énergie de 79keV sur la vascularisation et tigsus cérébraux. Cette étape est
indispensable afin de mieux connaitre quels poemtaétre les effets secondaires d’une
irradiation dans une zone de cerveau saine. Nowussaainsi mis en évidence que l'irradiation
n'entrainait aucune modification visible a courtrmie (48h a 1 mois) sur la

microvascularisation de la zone irradiée (les wag demeurent perfusés, les paramétres
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vasculaires sont inchangés et la perméabilité d@HE ne semble pas étre modifiée). De
méme aucune gliose, ni aucune modification morgliqlee n'ont été observées dans le
parenchyme cérébral. Enfin, I'absence de gliosgadeénent été constatée a 3 et 6 mois post-
irradiation.

L’irradiation synchrotron seule avec une dose déylgt une énergie de 79keV ne semble
donc pas générer d’effets secondaires a court tsunéa vascularisation et le parenchyme
cérébral. Ces informations sont de premiére impogacar des zones saines pourront étre
emmeneées a étre irradiées sur des patients podeugiome. En effet, la morphologie des
gliomes est souvent trés hétérogéne et bien gqugedanétrie de l'irradiation puisse étre
modulée a 'ESRF, il est encore assez difficile dedéposer la dose qu’'a l'intérieur du

volume tumoral.

Effets du rayonnement synchrotron sur le gliome F98

Nous avons choisi de travailler uniguement sur eul snodele de glioblastome au cours de
cette étude. Notre choix s’est porté sur le glidgrA8 qui présente le double avantage d’avoir
déja été utilisé dans de précédents travaux siRA&A-Plat mais également d’avoir des
caractéristiques tres proches d'un glioblastome gimmNous avons d’ailleurs confirmé
plusieurs fois ces caractéristiques sur les modglgeaux que nous avons mis en place aussi

bien pour des implantations en orthotopique que des implantations en héterotopique.

Sur un modéle orthotopique, nous avons constatdigaeliation entrainait une stagnation de
la courbe de croissance durant les deux jours suiaahérapie. Cependant apres ce délai, la
courbe a repris une allure exponentielle. Gracees ahalyses histologiques, nous avons
déterminé par la suite que cette reprise rapideblegire due au fait que l'intégralité du
volume tumoral n’a pas été irradié.

Cependant, nous avons mis en évidence que sidiatian ne semblait pas avoir d'effet sur

les tissus cérébraux sains, elle a un effet swrdigles tumorales.

Sur un modéle héterotopique, nous avons constagé I'quadiation entrainait un fort
ralentissement de la croissance au cours des 3irssmauivant la thérapie. Dans cette
configuration, nous avons pu irradier l'intégraliié& volume tumoral. Malheureusement,

apres ces 3 semaines la courbe de croissance dapnerallure exponentielle ; une récurrence
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est observée. Ces résultats sont a mettre en @aralec ceux obtenus sur le modéle
orthotopique.

Lirradiation seule entraine dans tous les casalentissement de la croissance tumorale. Ce
ralentissement est encore plus marqué si I'intégrdl volume tumoral a recu l'intégralité de
la dose.

Nos résultats sont en accord avec des études préocgeht emmenées ayant mis en évidence
une augmentation de la survie de l'ordre de 3 seesapour des rats ayant recu une

irradiation dans des conditions expérimentalesgréshes

Effets du cisplatine sur le gliome F98

Nous avons uniguement testé le cisplatine sur liesngs F98 implantés en héterotopique.
L’étude des effets du cisplatine sur les tissuassaia pas été entreprise car déja largement
discutée dans la littératite”.

Nous avons constaté que le cisplatine n’avait awftet sur la croissance tumorale quelque
soit la dose utilisée. Ces résultats sont assggenants car cette molécule a déja été utilisée
dans le traitement de nombreux cancers.

Au cours de travaux préecédemment menés sur dedaiagsdes conditions proches des nétres,
il avait été montré que le cisplatine n’entrairgitune faible augmentation de la sutvie
Cependant, d’autres études menées récemment tedngheasenter une conclusion invétse
Bien gqu'il ait été démontré que notre méthode dmiktration de la drogue permettait
d’avoir une distribution homogene, d’autres métlsodemme la CED doivent permettre
d’'optimiser ce parametfe De méme, le type de molécule platinée ainsi glaiticbs
méthodes de délivrance comme les pompes osmotigaes d’autres pistes en cours
d’expérimentatiof.

Dans notre modele expérimental, I'impact de la dabihérapie seule sur le gliome est

cependant minime.

Effets de la PAT-Plat sur le gliome F98

Pour des raisons pratiques discutées précédemhaggralité de nos expérimentations ont

éte réalisées sur des gliomes F98 implantées emobd@pique sur deux types de volumes
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tumoraux au moment de lirradiation : des tumeues gios volume (approximativement
480mnf) et des tumeurs de petit volume (approximativerd&omnm).

Nous avons ainsi constaté que la PAT-Plat enttaimairalentissement de la croissance
tumorale.

Pour les tumeurs de gros volume, ce ralentisserasntidentique a celui observé avec
I'irradiation seule au cours des 3 semaines suilantaitement. Cependant, au-dela de ce
délai, le ralentissement di a la thérapie compdstebeaucoup plus stable. La PAT-Plat a
donc plus d’effets sur la croissance tumorale guadiothérapie ou la chimiothérapie seule.
Pour les tumeurs de petit volume, le ralentissentnta la thérapie compléte est plus
important que celui d0 a la radiothérapie seul@sgeulement deux semaines. La PAT-Plat
semble donc étre plus efficace sur des tumeursensitsant pas a un stade avancé de

développement.

La quantité de cisplatine injectée pour la thérajimplete semble également avoir un role
primordial. Le ralentissement est plus importanirane dose de 5ug que pour une dose de
2.5u0 ; cependant, la toxicité est tres marquée faodose la plus élevée. Le probléme de la
délivrance de la molécule est & nouveau soulewfitacité du traitement complet semble

passer par la capacité a concentrer la molécule ldarcellules tumorales.

Nous avons également mis en évidence que la PATrélase sur un effet de synergie entre
I'irradiation et la molécule de cisplatine. Cetetffle synergie semble étre traduit par un effet
photoélectrique renforcé et un effet Auger.

Il avait précédemment été mis en avant que la PlaT-g€nérait de nombreux dégats au
niveau de la molécule d’ADN (DSB et SSB) ; I'hypese d’'une action sur d’autres structures
cellulaires comme les mitochondries peut égalenédrg avancé. Cependant, nous avons
démontré qu’outre son action directe sur les asdldbmorales, la PAT-Plat avait également
un effet sur la vascularisation tumorale en enémreimnotamment une diminution de la

perfusion. Cet effet pourrait étre potentialisé lpgilisation d’agents anti-angiogéniques.

Particularités de notre modéle expérimental

La modélisation animale mise en place pour lesigpsacliniques présentés dans ce travail a

été réalisée sur des souris nude, c'est-a-dirsalgss dont I'immunité a médiation cellulaire
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est inexistante. Cette inexistence de systéme iriaien peut expliquer I'absence d'effets
curatifs de la thérapie aprés la PAT-Plat. En effénmunité peut jouer un rble trés
important dans la lutte de l'organisme contre |levelidopement tumoral avant et aprés
traitement. Nos travaux suggerent donc que letstatmunitaire au moment de la PAT-Plat

doit étre pris en considération.

Implications pour les essais cliniques

Au vu des résultats expérimentaux obtenus dansagailt de these a I'échelle préclinique,
nous pouvons mettre en avant quelgues recommandgour la mise au point des essais
cliniques ainsi que pour le développement de la P4l Il ne faut cependant pas perdre de
vue que lintégralité de nos expériences a étésemlchez le rongeur. La transposition de ces
données chez I'humain doit donc prendre en corgidér la variabilité inter-espéces
notamment en terme de radiosensibilité. Notre neodémoral, bien que présentant des
caractéristiques proches d'un glioblastome est rodgo® issu d’'une lignée établie. Un
néoplasme se développale novochez I'humain pourra présenter des différences.

Malgré cela, nos travaux suggérent les conclusansantes :

- les effets de lirradiation seule sur les tissugnsaétant faibles, il semble étre
recommandé d’irradier le volume tumoral ainsi q@&unarge de sécurité large autour
du néoplasme.

- la dose de cisplatine et la méthode d’injectionvelof étre optimisées de fagon a
déposer un maximum de molécules dans le volumeralned un minimum dans les
tissus sains. Cette constatation se révele paéreuhent importante pour les gliomes
étant donné la neurotoxicité du cisplatine.

- la vascularisation tumorale peut étre une ciblgpgmentaire. Les effets de la PAT-
Plat sur cette derniére peuvent étre optimisésuparthérapie anti-angiogénique néo-
adjuvante.

- le statut immunitaire au moment du traitement gstlement important. Un patient
sous immunosuppresseurs aura de fortes chance®ids hien répondre a la PAT-
Plat.
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Perspectives

Malgré I'imminence du début des essais cliniquepltiese |, de nombreux axes de recherche
doivent encore étre explorés pour optimiser la HAdt; notamment au niveau de 'agent

chimiothérapeuthique utilisé mais également damsdthode de délivrance de cet agent.

L'utilisation de liposomes chargés en cisplatineurpait permettre d’emmener de plus

grandes concentrations de molécules au niveau demaur tout en préservant les tissus
sains. Le ciblage pourrait étre effectué via demrlds (peptides) enchassées dans la
membrane du liposome et ayant la capacité de se $pécifiqguement sur des récepteurs se

trouvant a la surface des membranes des cellutesrales™.

L'utilisation de nouvelles molécules contenant tone de platine, rendues fluorescentes et
détectables par IRM est également un axe en caurdédeloppement. Ces molécules ont
donc trois propriétés :

- elles peuvent étre photoactivées.

- comme elles sont fluorescentes, elles peuvent @&tectées par microscopie
biphotonique. Leur biodistribution a l'intérieur tiecellule peut donc étre imagée et il
est possible de voir quelles sont les structulgges.

- comme elles sont détectables par IRM, leur distigibuau niveau de la tumeur peut
étre évaluée afin de vérifier si la distributiort Bemogéne a l'intérieur du volume
tumoral.

Ces molécules sont a I'heure actuelle en coursgdeldppement par des équipes de chimistes
mais des premiers candidats sont cependant dégwes de testtn vitro. De méme des
nanoparticules contenant de l'or et pouvant étqactivées sont a I'étude. L’'objectif étant
d’avoir une particule cytotoxique uniquement se @bt photoactivée afin de réduire les effets

secondaires dans les tissus sains.

Les deux pistes précédemment citées ne sont queléles a tester en vue d’optimiser la
PAT-Plat. Les connaissances que nous avons a €hacatuelle sont suffisantes pour se
permettre de lancer une premiére phase d'essaiguadis ; cependant, devant la longueur de
la phase préclinique, ces nouvelles optimisatiarigemt étres testées et validées au plus tot

afin, en cas de succes, de pouvoir les intégretaitdt en applications cliniques.
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Intérét de la microscopie biphotonique

Au cours de ce travail de thése, nous avons ulidis@icroscopie biphotonique comme un
outil afin d’étudier les effets de la PAT-Plat oa des difféerentes modalités. Nous avons
également développé des méthodes permettant diaoskr perméabilité de la BHE, de

réaliser une imagerie de la vascularisation tureomll encore dans un autre registre

d’observer les fibres élastiques en intravital.

De son réle d’outil, la microscopie biphotoniqué epidement devenu le second axe central
de ce travail. Ses résolutions spatiale et temigopsirmettent I'observation de structures a
I’échelle micrométrique directemeint vivo. Le développement et I'étude d’'un grand nombre
de colorants ouvre la voie a un marquage spécififjue nombre important de structures.

Il s’agit également d’'une méthode d’'imagerie petargtde réaliser des coupes virtuelles a
différentes profondeurs dans des tissus vivantddditenir par la suite des reconstitutions

tridimensionnelles. Les artefacts dus a la réatieadle coupes pour des études histologiques
classiques sont donc supprimés et les informatiomgphologiques mais aussi fonctionnelles

obtenues sont au plus proche de la réalité. Laostopie biphotonique permet donc de

passer d’'une histologie classique a une histoliogiavitale.

Sa principale limitation demeure a I'heure actuélg@rofondeur d’'imagerie qui est fonction
du colorant (ou de la molécule endofluorescente))'absorption et de la diffusion de la
lumiere par les tissus. En pratique, nous avonsgnstater que la profondeur maximale
d’observation est de I'ordre de 600um dans lesugisgrébraux et 200pum dans les tissus
tumoraux.

Ce handicap est en voie d’étre contourné parisatilon d’endoscopes a deux-photons. Avec
de tels dispositifs, des structures cérébralesmpiofondes comme I'hippocampe peuvent déja
étre imagée?®. De méme, il est maintenant envisageable d’utildz tels dispositifs pour
aller observer la vascularisation de tumeurs leéak plus profondément dans les tissus

cérébraux.
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Un outil & privilégier en neuro-oncologie

Nous avons constaté que la microscopie biphotonigugvitale pouvait permettre de réaliser
une imagerie de la vascularisation tumorale et angdtre en avant a la fois la perfusion des
vaisseaux angiogéniques mais aussi leur structure.

L'utilisation de lignées tumorales rendues fluoesges via des protéines comme la GFP est
une piste qui est en cours d’étude. Il sera alossiple d’observer a la fois la vascularisation
mais aussi I'organisation des cellules tumoral@simortalité cellulaire pourra également étre
observée en intravital notamment en utilisant unebte méthode de coloration des noyaux
déja décrite par Dunn et'@l De telles études précliniques pourraient appattenouvelles

informations notamment sur les effets de la PAT-Pla

Vers I'histologie intravitale peropératoire

L’'une des applications les plus intéressantes deri¢aoscopie biphotonique pourrait résider
dans le développement de méthodes peropératoireseppant au chirurgien d’affiner son
geste lors de I'exérése d’'une tumeur. En effet, qpieoit pour des gliomes ou pour d’autres
types de tumeurs, I'exérése chirurgicale est uapeéparticulierement complexe ou le travail
du chirurgien est basé sur des clichés d’'imagerigue une observation macroscopique du
champ opératoire. Un grand nombre de récurrencas souvent dues a des exeéreses
partielles.

L’observation d’explants ou de biopsies par micopse biphotonique ne requiert pas toutes
les étapes d’inclusion, de fixation, de réalisatiencoupes ou encore de coloration complexe
actuellement utilisées en anatomopathologie. Nousnsa par exemple pu voir qu’une
coloration des fibres élastiques par la SRB sureyplant ne demande guere plus d’'une
dizaine de minutes de préparation. De méme, lgsrigtés d’endofluorescence de certaines
biomolécules et la SHG ne requierent aucune préparae I'échantillon qui peut étre
observeé brut.

La microscopie biphotonique peut donc permettreéfeement de I'histologie peropératoire
ou le chirurgien pourrait avoir rapidement des dm anatomopathologiques en cours
d’intervention afin d’affiner son geste. Cette avém serait fondamentale car la majeure partie
des analyses anatomopathologiques menées a I'betuelle demandent des délais souvent

supérieurs a 24h avant d’avoir des résultats.
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La microscopie classique a révolutionné la biologie permettant d’observer le vivant a
I'échelle de son constituant fondamental : la delluAu cours du siecle dernier, la

microscopie €électronique a permis d’augmenter daltdion spatiale et d’ouvrir de nouvelles

perspectives dans l'observation de structures ahéke nanométrique. Cependant, la
microscopie biphotonique a ouvert une voie tousausportante en permettant 'observation
de structures micrométriques en intravital sanfisaigon de coupes, sources de multiples
artefacts.

En 18 ans, la microscopie biphotonique est passgéeattil de physique fondamentale a un
outil d’investigations biologiques. A I'heure acligedes centaines d’études de biologie
fondamentale et d’essais précliniques (dont ceatfrale these) font appel a cette formidable
méthode d’'imagerie. La microscopie biphotonique antenant atteint un stade de maturité
ou elle est a la fois reconnue comme une méthodéfdeence et comme porteuse d’un fort

potentiel pour des applications biomédicales.
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