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Résumé

L’embolisation tumorale consiste a occlure sélectivement les vaisseaux sanguins irriguant la
tumeur a I’aide de microsphéres calibrées. Ces microspheres peuvent aujourd’hui étre
chargées de facon extemporanée avec différentes solutions injectables de médicament. On
peut proposer le terme genérique de "chimiosphére™ pour désigner ces nouveaux vecteurs
pour I’embolisation tumorale.

Notre travail vise a demontrer que les chimiosphéres sont capables de libérer leur principe
actif de fagon prolongée et a des doses biologiquement actives in situ apres embolisation.
Trois couples bille / médicament ont été étudiés : une premiere bille chargée en ibuproféne
(anti-inflammatoire) et une deuxiéme bille chargée en doxorubicine ou en irinotécan
(anticancereux).

La microspectroscopie infrarouge a été utilisée pour mesurer, sur les trois chimiosphéres, la
quantité de principe actif toujours présent dans la microsphére a différents temps apres
embolisation. La microspectroscopie de fluorescence a permis d’évaluer la concentration et la
distribution de la doxorubicine autour de la bille.

Il a été démontré que les chimiospheres fournissent une libération locale prolongée de
médicament. La durée de I’élution varie de quelques heures a plusicurs mois selon la
chimiosphere. Les concentrations tissulaires mesurées de principe actif, anti-inflammatoire ou
antinéoplasique, induisent des modifications histologiques significatives. La pénétration
tissulaire du principe actif depuis le bord de la bille est de I’ordre du millimeétre.

Ces résultats permettent de formuler des hypothéses mécanistiques sur 1’activité des
chimiospheres sur la tumeur et sur le tissu sain. Ces éléments doivent étre pris en compte dans
I’interprétation des données des évaluations cliniques et dans 1’éventuelle intégration des
chimiospheres dans une stratégie thérapeutique.

Il est pertinent d’utiliser les microspectroscopies optiques pour évaluer la libération tissulaire

d’un principe actif par un implant charge.

Mots clefs : embolisation, microsphere, principe actif, tissu, concentration, distribution,

microspectroscopie infrarouge, microspectroscopie de fluorescence.
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Embolisation et chimioembolisation

L’embolisation est une technique de radiologie interventionnelle mini-invasive apparue dans
les années 1960, et qui consiste & injecter un agent d’occlusion vasculaire a travers un cathéter
placé au niveau de la tumeur. La procédure a évolué en plusieurs étapes.

Elle visait initialement a occlure des vaisseaux de gros calibres pour stopper des hémorragies
et traiter des malformations artério-veineuses. Elle utilisait une simple suspension de
particules polymériques avec une taille trés variable allant de quelques centaines de
micromeétres a plusieurs millimetres. Dans les années 1970, la technique a été proposée pour
le traitement de tumeurs bénignes de 1’utérus, les Iéiomyomes.

La chimioembolisation est apparue au début des années 1980 pour traiter les tumeurs
malignes du foie. Elle consiste a injecter directement dans le cathéter une solution d’agent
pharmaceutique puis un agent d’embolisation, I’idée étant d’augmenter la concentration et le
temps de résidence du médicament anticancéreux dans la tumeur grace a 1’injection locale et

grace au ralentissement du flux sanguin par I’embole.

Aujourd’hui, la chimioembolisation est couramment utilisée pour le traitement palliatif des
cancers du foie non opérables. La procédure a peu évolué depuis ses débuts.

La solution de principe actif se compose généralement d’une suspension aqueuse
d’antinéoplasique et d’un agent de contraste huileux, le lipiodol. Le mélange forme une
émulsion instable qui se dissocie en quelques minutes et dont la distribution dans le réseau
vasculaire tumoral ne peut étre controlée. L’agent d’embolisation consiste le plus souvent en
des particules polymériques irréguliéeres et non calibrées qui induisent une occlusion
proximale non ciblée.

La technique actuelle présente donc plusieurs limites et peut difficilement étre
standardisée.
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De la particule non calibrée a la chimiosphere

Deux innovations récentes sur les produits d’embolisation conduisent a reconsidérer la

procédure de chimioembolisation et ses applications potentielles.

Premiérement, des particules d’embolisation sphériques et calibrées ont été mises sur le
marché dans les années 1990 pour I’embolisation des fibromes utérins.

Il a été montré que, par opposition aux particules non calibrées, le niveau d’occlusion et la
répartition des microsphéres dans le réseau vasculaire tumoral peuvent étre contrdlés de fagon
précise par un choix approprié de la taille de la bille, de la dilution et la selectivité du
cathétérisme.

Les microsphéres ont progressivement remplacé les particules non sphériques pour
I’embolisation tumorale et six produits différents sont aujourd’hui disponibles sur les marches

européens et américains.

Deuxiemement, la microsphére associe aujourd’hui les fonctions d’agent d’embolisation
et de vecteur de principe actif. En modulant la composition, les industriels ont pu
synthétiser des billes d’embolisation capables d’absorber et de retenir des principes actifs
dissous en solution aqueuse. Le chargement en extemporané peut étre "passif" (absorption

simple), "actif" (interactions ionique bille / médicament) ou une combinaison des deux.

Depuis 2003, trois produits ont été mis sur le marché. On peut choisir pour désigner cette

nouvelle génération d’agent d’embolisation le terme générique de "chimiosphere".

L’intérét des chimiosphéres dans le cadre de la chimioembolisation est évident. Elles
permettraient de standardiser la procédure, en contrdlant la distribution du vecteur et donc la
distribution du médicament, en contr6lant la dose de médicament administrée localement et

en controlant la durée de la libération dans le tissu cible.
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Questions posées sur les chimiospheres

Les trois produits proposés remplissent-ils la double fonction d’embolisation et de

vectorisation ?

La calibration, les propriétés mécaniques et la répartition des billes dans le réseau vasculaire

ont été évaluées in vitro et in vivo. L’effet réservoir a été vérifié par des tests d’élution in vitro

et par des dosages plasmatiques apres injection.

Des etudes cliniques sont en cours pour confirmer I’efficacité des chimiosphéres dans

differentes pathologies.

De nombreuses questions subsistent sur 1’intégration des chimiosphéres dans une stratégie

thérapeutique :

Quelle doit étre la dose de médicament administrée ? Le médicament étant injecté par
voie locale via un implant chargé, il ne semble pas pertinent de se baser sur les doses
recommandées pour les voies sanguines et per-os. Si on connait les concentrations
thérapeutiques plasmatiques pour ces deux modes d’administration, les concentrations
tissulaires induisant un effet biologique significatif ne sont pas connues.

A quel niveau et dans quelles zones du réseau vasculaire tumoral les billes doivent-elles
étre injectées ? Le territoire ciblé par I’embolisation dépend de 1’étendue de la zone
d’imprégnation du tissu par le médicament. On ignore cependant jusqu’a quelle distance
le principe actif peut diffuser apres élution par la chimiospheére.

Quels doivent étre le nombre et la fréquence des séances de traitement ? On peut
supposer qu’une nouvelle embolisation n’est pas nécessaire si la chimiosphere continue
d’éluer localement son médicament. La durée de la libération des chimiosphéres in situ

apres embolisation n’a jamais été étudiée.

Pour répondre a ces questions, il faut donc déterminer in situ aprés embolisation, la quantité

de médicament toujours contenue dans la chimiosphere, la concentration tissulaire de la

molécule et sa distribution dans le tissu cible autour de la bille.
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Comment évaluer la libération tissulaire du principe actif par les

chimiospheres ?

La quantification d’un principe actif dans un échantillon biologique est faisable.

Les techniques analytiques classiques (chromatographies, électrophoreses) ont été validees
sur de nombreuses molécules médicamenteuses a partir de prélevements sanguins ou
tissulaires. Cependant elles utilisent soit des extractions soit des homogénats du prélevement,
ce qui nous prive de I’information spatiale. D’autre part, on ne peut distinguer dans la quantité
de medicament récupérée, la fraction effectivement libérée dans le tissu et la fraction toujours

présente dans la bille.

L’autoradiographie, la scintigraphie et la tomographie sont couramment utilisées pour tracer
in vivo une molécule radiomarquée. Cependant, ces techniques sont contraignantes, chéres

et ne sont pas strictement quantitatives.

Les microspectroscopies représentent une approche séduisante pour évaluer a la fois les
parametres concentration et distribution

Les appareils de microspectroscopies sont basés sur le couplage d’un dispositif
spectrométrique capable d’enregistrer un spectre de 1’échantillon, et d’un dispositif d’imagerie
permettant de relier le spectre mesuré a une position spatiale. Ils permettent d’effectuer une
cartographie spectrale d’un prélevement biologique, avec une résolution spatiale entre 1 et
10pm.

Si Pon possede un spectre de référence du principe actif, on peut théoriquement détecter et
visualiser sa distribution a la fois dans la bille et dans le tissu autour. La plupart des
techniques spectrométriques étant quantitatives, on peut également calculer sa concentration

directement a partir de I’image spectrale.
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Objectif du travail de these

L’objectif de ce travail est d’appliquer les techniques de microspectroscopie sur des
prélevements tissulaires contenant des chimiosphéres, pour mesurer la quantité de
médicament toujours contenue dans la bille, ainsi que sa concentration et sa distribution dans

le tissu autour de la bille.

Plan de these

La premiere partie situe le sujet sur la base d’une revue bibliographique des travaux
antérieurs.

Le premier chapitre expose les concepts de la chimioembolisation depuis les particules non
calibrées et le lipiodol jusqu’aux microsphéres calibrées et fonctionnalisées.

Le second chapitre compare les différentes techniques permettant de quantifier un
médicament dans un échantillon tissulaire et montre I’intérét des microspectroscopies pour

notre problématique.

La seconde partie de ce mémoire présente 1’ensemble des travaux personnels expérimentaux.
Dans un premier chapitre, nous montrerons qu’il est possible d’utiliser la microspectroscopie
infrarouge pour étudier la libération tissulaire d’une chimiosphere chargée en ibuprofene.
Cette étude a été 1’objet d une premiére publication scientifique.

Le second chapitre constitue la partie la plus importante de ce travail. Nous présenterons
successivement trois études, in vitro, précliniques et cliniques, sur une bille chargée avec la
doxorubicine, un antinéoplasique. L’utilisation de la microspectroscopie infrarouge et la
microspectrofluorimétrie y ont été validées. Ces travaux ont abouti a la rédaction de deux
articles scientifiques.

Enfin le troisieme chapitre décrit les résultats obtenus sur le méme vecteur chargé en

irinotécan, une autre molécule anticancéreuse.

Nous conclurons sur 1’applicabilit¢ des microspectroscopies et sur les différents points

qu’elles ont permis de résoudre pour chaque chimiosphere étudiée.
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1.1 Embolisation et emboles

1.1.1 Principe de I'’embolisation

L’embolisation est une technique médicale qui consiste a injecter dans un vaisseau de
maniere sélective un agent occlusif, ou embole, dans le but d’arréter un flux sanguin, de
ralentir ce flux et/ou de dévasculariser le tissu irrigué par ces vaisseaux.

C’est une procédure dite mini-invasive, par opposition aux techniques chirurgicales, car elle
est en général moins agressive, réalisée sous simple anesthésie locale et nécessite une durée
d’hospitalisation plus courte. L’embolisation est réalisée par un radiologue. Le médecin
insére dans un vaisseau sanguin un tube creux, un cathéter, flexible et radio-opaque a son
extrémité. Le cathéter est dirigé dans le réseau vasculaire, en temps réel sous contréle
radioscopique, jusqu’a ’endroit de la 1ésion. L’agent d’embolisation est alors injecté en flux
libre a travers le cathéter. Le radiologue vérifie I’occlusion / le ralentissement du flux a 1’aide

d’un produit de contraste i0d¢ injecté a la fin de la procédure.

Les premieres études cliniques sur I’embolisation thérapeutique ont €té publiées dans les
anneées 1960s pour traiter des malformations artérioveineuses (Speakman 1964; Ishimori
1967). Actuellement, les indications principales sont :

e hémorragie. L'embole produit un effet mécanique immédiat, c'est a dire une baisse de
pression intra-vasculaire en amont de la fuite, qui limite ou arréte le saignement. Un
thrombus d'hémostase peut se former colmatant ainsi la fuite et favorisant la
cicatrisation ;

e tumeurs hypervasculaires. L'embole produit une fermeture des vaisseaux au niveau
des afférences de la tumeur, du plexus péritumoral ou des vaisseaux intratumoraux.
On peut s'en servir pour obtenir une ischémie puis une nécrose tumorale ou pour une
dévascularisation préopératoire afin de faciliter la résection ;

e shunt artério-veineux (angiome et fistule artério-veineuse). L'embole, en amont ou
dans le shunt, supprime le vol artériel et I'nyperpression veineuse ;

e anévrysme artériel intracranien. L'embole remplit la poche anévrysmale, I'exclut du
flux, et la protége d'une dilatation et rupture hémorragique, en diminuant sa pulsatilité

et la compression sur les structures voisines.
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1.1.2 Les agents d’embolisation

Différents dispositifs sont utilisés selon 1’application clinique. On peut prendre comme
définition d’un agent d’embolisation vasculaire « tout produit qui sous une forme quelconque
(solide, liquide, suspension...) peut étre largué dans un flux vasculaire pour se bloquer dans
le vaisseau ou il détermine mécaniquement et/ou biologiquement une occlusion temporaire ou
durable» (Laurent 2006).

Cette définition s'applique aux particules, qui bouchent mécaniquement le vaisseau, aux
colles et solutions gélifiantes, qui vont solidifier in situ, et a des produits divers comme
I'éthanol et d'autres agents sclérosants, qui vont transformer le vaisseau et son contenu,
aboutissant a une coagulation et a la formation d’un caillot occlusif (Figure 1). On inclut
parfois sous le terme "agent d’embolisation” les autres agents que sont les ballons et les coils
(spires métalliques en acier inoxydable, en platine ou en alliage de tungsténe) bien qu’ils

soient déposés in situ et non pas emportés par le flux.

Le choix de I’agent d’embolisation approprié par le clinicien dépend principalement de
la taille de la lésion a occlure et du caractére temporaire ou permanent souhaité de
P’occlusion.

Par exemple, les coils sont utilisés pour occlure les sections vasculaires de grande taille
(plusieurs millimétres de diamétre) comme celles des afférences des fistules artério-veineuses
ou les sacs des anévrysmes artériels. Les solutions gélifiantes sont employées pour le
remplissage des cavités anévrysmales artérielles et en traitement des endofuites sur
endoprothéses aortiques. Les particules de collagéne sont utilisées dans les embolisations
d’hémostase car elles sont résorbables en quelques jours/semaines. Enfin pour une
embolisation distale, ciblée et durable, comme dans le cas des tumeurs hypervasculaires, le

praticien utilise préférentiellement des particules calibrées.
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A

Coils

Solution gélifiante

Particules

Microsphéres

Figure 1 — Illustrations des trois principaux types d’agents d’embolisation et de leurs

applications.

A) coils et anévrysme intra-cranien; B) solution gélifiante et anévrysme aortique,

malformation artérioveineuse ; C) particules et tumeur hypervasculaire
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1.1.3 Particules d’embolisation non sphériques

Depuis les années 1960, début des embolisations a visée thérapeutique, jusque dans les années
1990, les embolisations ont été majoritairement réalisées avec des particules de gélatine,
principalement pour 1’embolisation d’hémostase, ou des particules non sphériques d’alcool

polyvinyligue (PVA), principalement pour I’embolisation des tumeurs (Laurent 2006).

Les particules de mousse de gélatine datent des années 1960. Elles sont toujours
commercialisées aujourd’hui, sous forme de réglettes ou de plaques destinées a étre
découpées manuellement de fagon extemporanée, ou sous forme de poudre seche ou de
particules en suspension (Spongel®, Gelfoam®) (Tableau 1).

Les particules obtenues sont trés irrégulieres. Selon la méthode de préparation (broyage,
découpage, raclage), leurs dimensions peuvent varier de 500 a 2000 um, avec parfois une
fraction importante de microparticules avec un diamétre inférieur a 500um (Katsumori 2006).
Aprés injection, elles produisent une occlusion mécanique incomplete de la lumiere
vasculaire et une occlusion biologique par activation de la coagulation. Une réaction a corps
étranger se développe secondairement qui aboutit a la dégradation de la particule en quelques
jours ou semaines, contemporaine de la résorption du thrombus d’accompagnement. La

recanalisation qui en résulte est en général effective en moins d’un mois (Laurent 2006).

Les particules de PVA ont ét¢ commercialisées au milieu des années 1970 et n’ont
pratiqguement pas évolué depuis (Ivalon®, Trufill®, Contour®) (Tableau 1).

Elles sont généralement présentées sous forme de flacons de poudre seche ou de particules en
suspension, calibrées par tranche de 100 ou 200 um environ. Cependant les tailles annoncées
sur 1’étiquette ne sont pas fiables et on trouve par exemple dans un flacon avec une calibration
de 200-600 um, des particules allant de 10 a 1500 pm. Cette calibration peu précise rend le
ciblage de I’occlusion difficile.

Les particules de PVA sont hydrophobes plutét qu’hydrophiles, ce qui rend parfois difficile
leur mise en suspension dans des solutés injectables, et favorise la formation d’agrégats de
particules. Ces agrégats peuvent entrainer des blocages dans la lumiere du cathéter. L’examen
histologique a également révélé que les agglomérats de particules produisent des occlusions
de vaisseaux dont la taille peut étre 5 a 10 fois supérieure au diamétre vasculaire ciblé avec le

calibre annoncé (Pelage 2002).
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La séquence des évenements consécutifs a 1’occlusion vasculaire par une particule de PVA
suit globalement le méme déroulement que pour une particule de geélatine : occlusion
vasculaire mécanique et biologique par une stase sanguine et une thrombose, puis réaction
inflammatoire localisée autour de la particule et enfin recanalisation. La recanalisation est
cependant plus longue (plusieurs semaines) et utilise un mécanisme différent, le PVA étant un
matériau non (ou lentement) résorbable. Il correspond a la migration transvasculaire de la
particule depuis la lumiére, accompagnée par 1’apparition d’une néo-intima et d’une nouvelle

lumiere vasculaire fonctionnelle (Laurent 2009).
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1.1.4 Microspheres d’embolisation

Dans les années 1970, différentes microsphéres ont été injectées chez 1’hnomme sans parvenir
a une avancée thérapeutique significative : billes de plomb, d’acier inoxydable, silicone, de
polystyrene ou de dextran. Les taux de complications étaient particulierement élevés, en
raison de la petite taille des billes et du reflux important dans des organes sains non ciblés
(Kunstlinger 1981).

La premiére particule d’embolisation sphérique et calibrée a été mise sur le marché
européen en 1993 et sur le marché américain en 2000, sous le nom commercial
Embosphere™ (Tableau 1). Le principal composant est un polymére, le trisacryl (N-acryloyl-
2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3 diol), matériau initialement utilisé comme support dans
les colonnes de chromatographie et dans les cultures cellulaires. C’est un matériau souple,
hydrophile, biocompatible et non dégradable par I’organisme.

D’autres microspheres ont depuis été commercialisées, sans toutefois apporter de réelle

d™ contient un colorant & base d’or colloidal qui rend la

innovation (Tableau 1). EmboGol
microsphére visible a I’ceil nu. Contour SE® utilise un autre polymére connu en embolisation,

le PVA. Bead Block™ implémente les deux modifications, coloration et base PVA.

Ces microsphéres sont toutes constituées d’un hydrogel, c’est-a-dire essentiellement d’eau
(95% masse) dans un réseau microporeux hydrophile polymérique (5% masse).

Leur fabrication utilise généralement un procédé de polymérisation radicalaire en suspension
inverse. La solution aqueuse de monomére est émulsionnée dans une phase huileuse sous
agitation. La taille des microgouttelettes de monomere est principalement déterminée par la
vitesse d’agitation et la viscosité des phases. La polymérisation dans les microgouttelettes est
un processus rapide (de I’ordre de la minute) initié dés le mélange des phases. Aprés la
polymérisation et la séparation des phases a lieu 1’étape de calibration. Elle correspond en fait
a une simple opération de tamisage du vrac de polymeérisation a travers des grilles de taille
décroissante (900um, 700um, 500um, 300um, 100um), aboutissant a des lots "calibrés™” en
tranches de granulométrie de 200pum (900-700um, 700-500um, etc.). L’utilisation de buses

pour I’injection des phases augmente la précision de la calibration.
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Les microspheres d’embolisation doivent présenter plusieurs caractéristiques pour une
occlusion ciblée ((Laurent 2006) pour une revue récente) :

1. Elles doivent étre hydrophiles, pour permettre leur transit a travers le cathéter, et
éviter leur agglutination dans le réseau vasculaire.

2. Elles doivent étre calibrées, pour pouvoir contrbler le niveau d’occlusion et la
répartition dans le réseau vasculaire. Une précision inférieure 100um n’apporte pas
d’amélioration significative sur le contrdle de I’occlusion compte tenu du diameétre des
vaisseaux a boucher (Laurent 2008).

3. Les microsphéres doivent également étre élastiques, c’est-a-dire étre deformables
dans le cathéter tout en reprenant leur forme initiale & la sortie du cathéter (Laurent
2006). Une microspheére trop rigide ne pourra pas étre injectée a travers un cathéter de
faible diamétre. Une microsphére trop molle risque de se déformer sous la contrainte
des parois et/ou du flux vasculaires, et d’occlure un vaisseau distal de section
inférieure au diametre de la bille. Les dévascularisations incomplétes et non ciblées
obtenues avec les Contour SE™ (Boston Scientific) ont été expliquées
rétrospectivement par leur déformation excessive (Spies 2005; Golzarian 2006).

4. Enfin, les microspheres doivent étre biocompatibles. Les critéeres de biocompatiblité
d’un dispositif implantable sont explicités dans les directives européennes relatives
aux dispositifs médicaux (CCE 1990; CCE 1993) et normes ISO associées (ISO 1993),
et dans des guides édités par la FDA (FDA 1999). Nombre d’études ont également
décrit la réaction inflammatoire typique a diverses particules d’embolisation
(Castaneda-Zuniga 1978; Tomashefski 1988; Derdeyn 1997; Pelage 2002; Colgan
2003; Laurent 2004; Weichert 2005; Wassef 2008). Le contact du sang avec I'implant
déclenche une série d'évenements interdépendants : adsorption de protéines, activation
et adhésion des plaquettes et leucocytes, activation de la cascade du complément et de
la coagulation. Ces évenements aboutissent a la formation d'un thrombus autour et
entre les particules et au déclenchement d’une réaction inflammatoire locale. Si
I'implant est bien toléré, elle débouche sur une réaction a corps étranger avec
encapsulation de Il'implant dans une fibrose. Si I'implant est mal toléré, elle peut
aboutir a une réaction inflammatoire chronique ou, rarement, a une immunisation

contre I'implant ou I'un de ses composants.
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Tableau 1 — Principaux agents d’embolisation particulaires (d’apres (Laurent 2006)).

Type d’embole Non sphérique Sphérique
Matériaux Gélatine PVA Acrylique PVA
Spongel®
N Ival
oms Gelfoam® valon® Embosphere™ Bead Block™
commerciaux Contour®
Curaspon®
Mise sur le 19605 1975 1993 2003
marché
Principales e Occlusion proximale e Occlusion proximale e Occlusion distale e Occlusion distale
propriétés o Résorbé jours/sem. o Résorbé mois ¢ Non résorbable o Non résorbable

Photographies
des produits

Photographies
de coupes
histologiques
avec emboles (*)
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1.2 La chimioembolisation

La chimioembolisation consiste a injecter successivement ou simultanément a travers le
cathéter, une solution d’un agent pharmacologique et un agent d’embolisation.
Par rapport a I’administration intraveineuse, 1’idée est de :
1. limiter la circulation systémique et la distribution non spécifique de la molécule pour
réduire ses effets indésirables,
2. augmenter la concentration locale et le temps de résidence du medicament dans le

tissu cible pour augmenter ses effets thérapeutiques.

Historiquement, la technique a été développée pour le traitement des cancers. Deux approches
ont été proposées : le chargement dans un vecteur s’accumulant spécifiquement dans les
nodules tumoraux et le chargement du principe actif directement dans la particule

d’embolisation.

1.2.1 La chimioembolisation lipiodolée

La technique de chimioembolisation lipiodolée s’est développée au Japon dans les années
1980 pour le traitement de tumeurs hépatiques non opérables (Sasaki 1987; Takayasu 1987;
Shimamura 1988).

Le lipiodol est un agent de contraste huileux iodé utilisé initialement pour le diagnostic des
tumeurs hépatiques. Injecté dans ’artere hépatique, il a la propriété de se fixer spécifiquement
et de facon durable sur le tissu tumoral, rendant la tumeur détectable aux rayons X
(Nakakuma 1985; Yumoto 1985). Plusieurs équipes ont alors proposé d’utiliser le lipiodol
comme un vecteur pour les agents anticancéreux. Il a été démontré qu’en mélangeant une
solution de chimiothérapie avec 1’agent de contraste, 1a rémanence du principe actif dans la
tumeur pouvait durer plusieurs mois (Sasaki 1987; Katagiri 1989; Konno 1990; Kan 1997).

La chimioembolisation lipiodolée a donné des réesultats trés variables en clinique, et ce n’est
que récemment que deux méta-analyses et deux essais individuels ont pu démontrer un
bénéfice significatif en termes de survie (Camma 2002; Llovet 2002; Lo 2002; Llovet 2003).
La technique est aujourd’hui recommandée pour le traitement palliatif des carcinomes
hépatocellulaires non opérables. Deux questions n’ont pas été élucidées a ce jour : les criteres

de sélection des patients et la technique utilisée pour réaliser la procédure.
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L’utilisation du lipiodol comme vecteur de chimiothérapie est critiquée pour plusieurs raisons.
Le mélange de la solution de chimiothérapie aqueuse et de 1’agent de contraste huileux forme
une émulsion. La préparation obtenue par agitation n’est pas stable, se séparant en 2
phases distinctes en quelques minutes (Nakamura 1989; Konno 1990). Plusieurs solutions ont
été proposées afin d’augmenter la stabilité de 1’émulsion et de prolonger la libération de la
molécule : agitation en homogénéiseur (de Baere 1995) ou dans une cuve a ultrasons (Katagiri
1989; Horiguchi 1992), ajout de divers surfactants (Nakamura 1989; Konno 1990; Yi 1998;
Hino 2000). Aucune de ces techniques n’a été implémentée en clinique. La méthode la plus
répandue, dite par “"pompage"”, consiste en des aspirations et rejets successifs entre 2
seringues. Elle est faiblement reproductible et ne garantit pas une libération prolongée (de
Baere 1995; Hino 2000).

La nature de I’émulsion et la taille des gouttelettes formées déterminent la distribution
dans le réseau vasculaire tumoral. Des émulsions eau/huile de plus de 30-120 pm
s’accumulent spécifiquement dans le tissu tumoral, mais des émulsions huile/eau de 10-40 pm
montrent une faible accumulation tumorale et un fort passage systémique (de Baere 1995; Cay
1996). 11 semble difficile de controler aussi précisément la nature et la taille de I’émulsion par
un simple mélange des deux produits au moment de 1’injection.

Une fraction importante de la dose injectée (jusqu’a 49%) peut étre retrouvée dans le poumon
(Raoul 1988; Perring 1994; de Baere 1996), avec un risque d’embolie pulmonaire (Czauderna
2005; Shiah 2005).

Shiono et al. ont montré en mélangeant du lipiodol et un agent de contraste hydrosoluble, que
les deux produits se séparent rapidement et que 1’agent hydrosoluble est éliminé plus vite que
I’agent huileux, suggérant que la détection du lipiodol sur les clichés radiologiques ne
démontre pas la présence du médicament dans la tumeur (Shiono 1993). Quelques études
ont pu démontrer la rémanence du principe actif dans la tumeur en mesurant quantitativement
les niveaux de médicament retrouvés dans le tissu cible (Sasaki 1987; Katagiri 1989;
Horiguchi 1992), cependant elles ont toutes utilisé des homogénats tissulaires, ce qui ne
permet pas de distinguer la fraction de médicament toujours contenue dans des gouttelettes
d’huile de celle effectivement délivrée au tissu.

Enfin il semble que 1'utilisation du seul mélange lipiodol / chimiothérapie sans embolisation

n’apporte pas de bénéfice pour la survie des patients (Marelli 2007).
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1.2.2 Particules chargées pour la chimioembolisation

On trouve une littérature abondante sur des produits expérimentaux non commerciaux
destinés a la chimioembolisation. Kato et al. ont publié au début des années 1980s les
premicres €tudes sur le développement et 1’utilisation de particules d’embolisation chargées
avec un principe actif. Il s’agissait de microcapsules d’éthyle cellulose chargées en cisplatine
(Okamoto 1985) ou mitomycine C (Kato 1981; Kato 1981) pour le traitement par voie
artérielle de différents cancers. L’équipe a instauré les bases théoriques de la
chimioembolisation en démontrant successivement (Figure 2) :
e invitro, une libération du principe actif sur plusieurs heures (Figure 2.4);
e in vivo, une diminution du pic plasmatique par rapport a une injection intra-artérielle
ou intraveineuse (Figure 2.6) ;
e in vivo, une augmentation de la concentration intratumorale de 1’anticancéreux par
rapport a I’injection artérielle (Figure 2.7) ;
e in vivo, un effet significatif sur la réponse tumorale et sur la survie des patients par
rapport aux chimiothérapies IV ou IA.
Au total, 1013 patients ont été traités, a titre de traitement palliatif ou au stade préopératoire,
pour différents types de cancers (Kato 1996). A notre connaissance, aucun essai comparatif

randomisé n’a été réalisé et ces travaux n’ont débouché sur aucun produit commercial.

Par la suite, de nombreuses études ont proposé diverses billes d’embolisation chargées en
anticancéreux. Ces études ont mis en évidence I’effet du matériau composant la particule, de
la taille de la particule ou encore du mode de chargement sur ses propriétés d’élution, sans

toutefois parvenir a recueillir le méme niveau de preuve que Kato et al. (Tableau 2).
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Figure 2 — Principaux résultats de 1I’équipe de Kato et al. sur des particules d’éthyle cellulose
contenant du cisplatine.
(Figure 1) Photographie des particules, (Figure 4) profil d’élution in vitro, (Figure 6) profil

d’élution plasmatique, (Figure 7) concentration intratumorale du médicament (Okamoto 1986).
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Tableau 2 — Principales études sur le développement et 1’évaluation de particules d’embolisation chargées en principe actif.

HCC : carcinome hépatocellulaire, MaxF : maxillofacial. Ethylcell. : éthyle cellulose, PLA : acide poly-lactique, PHB : polyhydroxybutyrate,. MMC : mitomycine C, 5-FU :
5-fluorouracil, ACR : aclarubicine, DOXO : doxorubicine, RIF : rifampicine. Release : cinétique de libération in vitro, CEA : antigéne carcino-embryonnaire, oFP : alpha-

foetoprotéine, PK : pharmacocinétique plasmatique, PA : quantification tissulaire du principe actif, Anapat : analyse histologique des prélévements.

Equipe Stade Application Principe actif Comppsmon Dlar_netre Pa’rame,tres Références
particules particules évalués
Kato et al Clinique  Tumeurs du foie, CDDP Ethylcell. 225um PK, PA (Kato 1981; Kato 1981; Okamoto 1985;
rein, poumon, MMC Réponse, taille, Kato 1996)
vessie ... effets 22", survie
Ichihara et al. Clinique HCC ACR PLA 200pm oFP, taille, survie  (Juni 1985; Ichihara 1989; Beppu 1991)
PK, PA
Anapat
Fujimoto et al Clinique Tumeurs 1% / MMC Albumine 45um CEA, oFP, survie (Fujimoto 1983; Fujimoto 1984;
22" du foie Fujimoto 1985)
Wallace et al. Clinique Tumeurs 2°" CDDP PLA 100um Release (Bechtel 1986; Wright 1988; Li 1994;
du foie Réponse, enzyme, Diamandidou 1998)
effets 2%, survie
Gray et al. Animal Tumeur 2% DOXO Albumine 32um Release (Jones 1989; Jones 1989; Chen 1992;
(M du foie Résine PK, PA, taille Napoli 1992; Codde 1993)
Nishioka et al. Animal Tumeur du foie CDDP Albumine <20pm Release (Nishioka 1990; Kyotani 1992; Nishioka
(Vx2) 20-40pum PK, PA 1993; Nishioka 1994)
Anapat
McArdle et al. Animal Rein DOXO Albumine 15-40pm PK (Kerr 1988; McArdle 1988; Goldberg
(noT) Anapat 1992)
Yang et al. Animal MaxF CDDP Ethylcell. 200-440um PK (Yang 1995)
(noT) quantif
Denkbas et al. In vitro RIF, 5-FU PHB, chitosan 5-100pum Release (Kassab 1997; Denkbas 1999; Misirli
MMC Alginate 100-200pum 2005)
Benoit et al. In vitro 5FU, CDDP Cire, PLA Release (Benita 1986; Spenlehauer 1986; Sawaya
DOXO Albumine 1988)
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1.3 La chimiosphere, agent d’embolisation et vecteur de principe actif

1.3.1 Présentation

Trois nouveaux vecteurs de chimioembolisation ont été développés recemment et ont regu
le marquage CE (Tableau 3). L’avantage de ces produits est qu’ils ont profité de I’expérience
clinique de I’embolisation aux microspheres calibrées des dix derniéres années. lls ont basé
leur conception sur la fonction d’embolisation de la particule, reprenant le cahier des charges
des microspheres calibrées. Le second intérét de ces produits est que le chargement est
effectué par le clinicien juste avant la procédure, en mélangeant une solution de principe actif
et un flacon de microsphéres. L’opérateur peut par conséquent choisir le médicament a

charger et la concentration de chargement.

On peut proposer le terme générique de chimiosphére pour désigner ces nouveaux vecteurs
de chimioembolisation.
Les trois produits se différencient par le principe de chargement de la molécule active :

1. les "éponges', qui absorbent la substance en solution de facon purement
"'passive". Ce sont les microsphéres Bead Block'™ en PVA et chargées avec anti-
inflammatoire non-stéroidien ibuproféne (Biocompatibles UK Ltd) proposées pour la
réduction des douleurs post-embolisation dans les fibromes utérins. Le chargement
s’effectue en réhydratant une poudre lyophilisée de microspheres avec une solution de
médicament. Il ne dépend pas de I’affinité entre la bille et la molécule, mais
simplement de la limite de solubilit¢ dans la solution aqueuse de chargement.
L’¢lution se fait par diffusion simple dés que la bille est placée dans un milieu plus
faiblement concentré en médicament.

2. les microsphéres '‘fonctionnalisées', capables de fixer des molécules par
interactions ioniques. Les billes DC Bead™ (Biocompatibles UK Ltd) ont une base
de PVA modifiée par des groupements sulfonate SOz chargés négativement, et
peuvent fixer des molécules chargées positivement (Lewis 2009). Deux anticancéreux
sont actuellement a 1’essai, la doxorubicine (Lewis 2006; Gonzalez 2008) et
I’irinotecan (Tang 2006; Taylor 2007). Dans ce cas, le chargement et la libération
dépendent de I’affinité du couple bille/principe actif, de la charge de la molécule

(pKa), et de la concentration ionique et du pH du milieu environnant.
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3. les microsphéeres combinant les deux modes de chargement. Il s’agit des billes
commercialisées sous le nom HepaSphere® (Biosphere Medical), faites d’un
copolymére PVA / acrylique. Des groupements carboxylate COO™ permettent de fixer
des molécules chargées positivement. Le médicament est libéré en 2 phases, la
fraction absorbée étant éluée rapidement des I’injection, et la fraction liée sur une
période plus longue. Des essais ont été inities avec deux anticancéreux, la

doxorubicine (Grosso 2008) ou 1’oxaliplatine (Poggi 2008).

1.3.2 Données précliniques et cliniques sur les chimiospheres

Differentes études, in vitro, précliniques et cliniques, ont évalué les chimiosphéres disponibles

sur le marché en termes de tolérance et d’efficacité (Tableau 3).

La tolérance repose essentiellement sur la biocompatibilité des matériaux utilisés et sur la
dose de médicament injectée. Les chimiospheres sont synthétisées a partir de matériaux
largement utilisés dans le domaine biomédical et dont la tolérance est connue. Les essais
précliniques et cliniques ont montré que les doses recommandées en administration IV ou per-

0s pouvaient étre injectées avec les chimiosphéres sans toxicité majeure.

L’efficacité du traitement repose sur les propriétés des chimiosphéres en tant qu’agent
d’embolisation et en tant que vecteur pharmaceutique.

La fonction d’embolisation a été évaluee selon le cahier des charges défini précédemment
pour un agent occlusif sphérique et calibré (voir section 1.1.1.4 p31), en mesurant la
granulométrie, les propriétés mécaniques, les modifications éventuelles de taille et de

compressibilité liees au chargement et la distribution dans le réseau vasculaire.

Pour la fonction de vecteur, les différents points étudiés par Kato et al. ont été repris :

o les taux de chargement en principe actif. Les études de chargement doivent déterminer
quels sont les principes actifs chargeables dans les chimiosphéres, a quelle dose et a
quelle vitesse. Pour les billes utilisant un chargement ionique, il s’agit également de
démontrer que le taux de chargement concorde avec le nombre de groupements

fonctionnels greffés dans la bille.
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la cinétique d’¢élution in vitro. Elle doit montrer que la chimiosphere fournit une
libération prolongée du médicament et donner une estimation la durée de la libération.
la pharmacocinétique plasmatique. L’effet réservoir du vecteur de chimioembolisation
doit conduire a une diminution de la concentration plasmatique du médicament par

rapport a I’injection systémique.

Plusieurs paramétres susceptibles d’influencer I’efficacité du traitement n’ont pas été étudiés :

la durée de I’effet réservoir in vivo. Il est établi que le temps d’incubation d’un agent
anticancéreux avec des cellules tumorales influence son effet cytotoxique (Bailey-
Wood 1984; Le Bot 1988).

la répartition des particules dans la tumeur. Emerich et al. ont montré que des
microsphéres chargées en anticancéreux injectées autour de la tumeur permettent de
ralentir la croissance tumorale de fagon significative tandis que I’injection de la méme
dose avec les mémes microspheres au centre de la tumeur n’a aucun impact sur la
croissance de la tumeur (Emerich 2000). L’expérience répétée avec plusieurs
anticancéreux (DOXO, CDDP, 5-FU) et plusieurs types de tumeurs (adénocarcinome
mammaire, gliome) donne les mémes résultats (Emerich 2002).

la distribution du médicament autour de P’implant. Sur la base d’études de
modé¢lisation, certains auteurs ont suggéré que ’efficacité des principes actifs libérés
par des stents chargés dépend des gradients de concentration et de ’homogénéité de la
distribution dans la paroi vasculaire plutét que de la concentration tissulaire moyenne
(Lincoff 1997; Hwang 2001).
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Tableau 3 — Présentation des 3 chimiosphéres disponibles commercialement en cours

d’évaluation préclinique et clinique.

Nom commercial Bead Block™ DC Bead™ HepasSphere™
LC Bead™ QuadraSphere™
Fabricant Biocompatibles Ltd Biocompatibles Ltd BioSphere Medical
Farnham, UK Farnham, UK Rockland MA, USA
Marquage CE 2003 2004 2006

Principe(s) actif(s)

Anti-inflammatoire

Anticancéreux

Anticancéreux

Ibuproféne Doxorubicine Doxorubicine
Irinotécan
Mode de chargement Absorption lonique (SO3) Absorption

lonique (COO)

Application(s)
proposée(s)

Réduction des douleurs
aprés embolisation de
fibromes utérins

Traitement des tumeurs
primaires et secondaires
du foie et du poumon

Traitement des tumeurs
primaires et secondaires
du foie

Travaux antérieurs

in vitro : (Borovac 2006;
Lewis 2006)

préclinique : (Borovac
2006; Wassef 2008)

in vitro :(Lewis 2006;
Lewis 2006; Tang 2006;
Lewis 2007; Taylor
2007; Gonzalez 2008;
Jordan 2009; Lewis
2009)

préclinique :(Hong 2006;
Lewis 2006; Taylor
2007)

clinigue : (Varela 2007,
Aliberti 2008; de Baere
2008; Malagari 2008)

in vitro : (Jordan 2009)

clinique : (Grosso 2008;
Poggi 2008)
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1.4 Problématique des chimiospheéres

Les chimiospheres disponibles sur le marché sont actuellement sont en phase d’évaluation
clinique pour différentes applications. Plusieurs questions se posent dans le cadre de ces
essais :

Pendant combien de temps la chimiosphere libére-t-elle son contenu médicamenteux ?
Quelles sont les doses locales de principes actifs libérées par la chimiosphére dans les tissus ?

Quelle est la zone de tissu imprégnée par le médicament ?

L utilisation des tests d’élution in vitro pour prédire le comportement de la bille in vivo est
limitée. Plusieurs appareils de dissolution ont éteé utilisés pour étudier les chimiosphéres. La
durée de libération pour une méme chimiosphére varie de quelques minutes a plusieurs mois
selon le type d’appareil employé (Gonzalez 2008). D’autre part, les tests in vitro sont réalisés
en milieu liquide, sur des billes en suspension, conditions qui ne peuvent rendre compte de la
situation in vivo dans un tissu. Jain et al ont démontré les effets de la composition de la
matrice extracellulaire, la densité et les interactions cellulaires, ou encore la pression
interstitielle intratissulaire sur le transport d’un principe actif dans un tissu (Jain 1987; Jain
1999). Ces paramétres ne peuvent étre reproduits par aucun dispositif in vitro.

Les études précliniques sur les chimiospheres ont mesuré les concentrations de principe actif
dans le compartiment plasmatique, mais pas les concentrations au niveau tissulaire.

En pharmacologie classique, la concentration sanguine sert de référence pour prédire
I’efficacité du traitement. Cependant dans le cas d’une administration locale par les
chimiospheres, ces concentrations ne reflétent absolument pas les doses atteintes au site de la
Iésion autour des billes. Aucun modéle pharmacocinétique ne décrit exactement la situation

présente.

On ne dispose ni des données expérimentales ni des données théoriques permettant de
répondre a ces questions. Il faut donc déterminer in situ apres embolisation par les produits
disponibles, la quantité de médicament libérée par la bille, la concentration et la distribution

du principe actif dans le tissu embolisé.
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et de quantification tissulaire

Intérét des microspectroscopies
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2.1 Techniques de détection et de quantification tissulaire

La technique employée doit répondre aux critéres suivants :

e étre applicable sur des échantillons biologiques ;

e @&tre quantitative ;

e permettre de mesurer séparément les fractions de médicament toujours contenue dans
le vecteur et libérée dans le tissu ;

e fournir une cartographie tissulaire du médicament, avec une résolution spatiale de
I’ordre de la dizaine de micromeétre, compte tenu de la taille des chimiospheéres ;

e et, dans la mesure du possible, étre applicable facilement et & un colt d’analyse

raisonnable.

Les études rapportant la détection et quantification de principes actifs dans un échantillon
tissulaire peuvent étre séparées en deux, selon qu’elles cherchent a effectuer un dosage point
par point de la molécule a I’aide de techniques analytiques, ou a obtenir la répartition dans

I’espace de la molécule par une méthode d’imagerie.
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2.1.1 Techniques pour le dosage point par point

Cette approche consisterait a prélever une zone de tissu autour des billes, puis a séparer et

quantifier la substance d’intérét par une technique analytique adaptée.

i. Prélevement

Différentes méthodes de prélévement sont rapportées selon le niveau d’analyse requis :
organe, tissu, cellule. La plupart des études de quantification tissulaire de médicaments se
situe au niveau des principaux organes ou tissus, et utilise des prélevements disséqués
manuellement puis homogéneises.

Le tape "stripping" est parfois employé pour étudier la pénétration de substances endogénes
ou exogene a travers la peau (Touitou 1998). La méthode consiste a prélever des couches
successives de tissu par applications répétées de bandes adhésives, couches ensuite analysees
séparément. On peut également obtenir des coupes jointives de tissu a 1’aide d’un microtome,
permettant un contréle plus précis de la zone de tissu prélevé. Wientjes et al. ont ainsi étudié
la pénétration d’un anticancéreux (mitomycine C) dans la paroi de la vessie a partir de coupes

de tissu de 40 pm d’épaisseur (Wientjes 1991).

Les méthodes de microdissection tissulaire permettent de sélectionner une zone d’intérét sur
une coupe histologique apreés étalement sur une lame de verre.

La microdissection laser est la technique la plus courante (Figure 3) (Erickson 2008). Elle
permet un prélévement au niveau de la cellule unique, et elle est couramment utilisée pour la
caractérisation d'’ADN (Bazan 2005), d'ARN (Fend 1999) ou de protéines (Kwapiszewska
2004). Drexler et al. ont employé la technique pour la quantification d’un pro-médicament
dans différents tissus. La méthode rapportée est cependant trés fastidieuse, car 20 a 30
prélévements d’un diametre de 10 — 25 pm chacun sont nécessaires pour obtenir une quantité

détectable de médicament (Drexler 2007).
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Figure 3 — Illustration de la microdissection laser sur coupe tissulaire (Bazan 2005).

(a) coupe avant dissection, (b) coupe apres dissection, (c) glande épithéliale récupéree.

Wang et al. ont récemment mis au point le "microprélevement capillaire direct" pour la
quantification d’un anticancéreux libéré par des microspheres (Wang 2009). La méthode
utilise un capillaire d’un diamétre interne d’environ 50 pm, appliqué directement sur la coupe
histologique, et ensuite analysé par électrophorese capillaire (Figure 4). Elle présente la méme
limite que la microdissection laser, a savoir de faibles volumes de tissu récupérés dans le
capillaire, imposant de trés nombreux prélévements pour pouvoir détecter la molécule par la

suite.

A capillary B C

Figure 4 — lllustration du microprélévement capillaire direct sur coupe tissulaire (Wang
2009). A) avant, B) pendant, C) apres prélevement.
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Quelques études de dosage tissulaire de principes actifs ont utilisé des prélevements obtenus
par microdialyse (EImquist 1997; Davies 1999; Chu 2000). La méthode a notamment été
employée pour suivre la concentration dans le foie d’un anticancéreux (étoposide) libéré par
un patch déposé a la surface de I’organe (Sato 1996) et pour quantifier dans le muscle un
anesthésique chargé dans des microspheres biodégradables (McDonald 2002).

La technique consiste & implanter dans le tissu a étudier une sonde comportant une membrane
de dialyse cylindrique semi-perméable, et & perfuser un liquide hypo-osmotique permettant de
récupérer les molécules presentes dans le milieu extracellulaire (Figure 5). L'implantation-
perfusion peut durer plusieurs heures a plusieurs jours (10 j chez McDonald).

Plusieurs contraintes sont a prendre en compte. Tout d’abord seule la fraction circulant
librement dans le milieu interstitiel peut étre récupérée. Le nombre de sondes implantable est
limité, en général a une seule, et la qualité du site d'implantation ne peut étre contrélée qu'a
posteriori. 1l est difficile d'établir la relation entre la concentration mesurée dans le dialysat et
la concentration réelle au site d'implantation, car les étapes de calibration sont trés complexes.
Enfin, la réaction inflammatoire générée par la sonde est susceptible de modifier la diffusion

du principe actif.

Diffusion of recovered
molecule between cells

+— capillary

F
I :}»
————— : < 1
L —_ 1 —
|
o #
Outflaw of perfusate '
to outler aIFt;ng Inflow of perfusate,
membrane surface Diffusion of recovered ~ down centralcannula
moleculein agueous

Figure 5 — Schéma de la sonde de microdialyse et de son environnement (EImquist 1997).
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ii.  Analyse

L’analyse du prélévement procéde par deux étapes : la séparation de la molécule d’intérét de
la matrice biologique, puis sa détection/quantification. Dans la pratique, les deux dispositifs

instrumentaux sont généralement couplés.

Deux types de techniques de séparation sont fréquemment retrouvés pour le dosage de
principes actifs dans des échantillons biologiques : les méthodes de chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) et les méthodes d’électrophorése capillaire (CE). Le choix du
procédé de séparation dépend de la structure, de la masse molaire, des propriétés physico-
chimiques et du caractére ionique de la molécule a séparer (Burgot 2006).

L’¢électrophorése capillaire est généralement moins sensible que la CLHP, et la précision en
matiéere de détermination quantitative est inférieure a celle des méthodes chromatographiques
(CLHP et CG) (Burgot 2006). Quelgues études comparatives ont confirmé ces appréciations,
notamment sur 1’ibuproféne, montrant une meilleure sensibilité en chromatographie (10° M
pour la CLHP versus 10° M pour la CE) mais un temps d’analyse plus court en
électrophorese (Kang 1998; Makino 2004).

Le choix du détecteur varie également avec la molécule étudiée et avec la technique de
séparation employée. Pour I’'HPLC et la CE, il s’agit le plus souvent de détecteurs a
absorptiométrie dans 1’UV/visible, spectrométres de masse ou fluorimétre (Burgot 2006).

Diverses publications recensent de facon exhaustive les protocoles les plus récents pour
I’analyse des médicaments (Lunn 2000; Stewart 1998; How-Yan Wong 1985; Ahuja 2008;
Smyth 2006; Lin 2003). On trouve également dans la littérature des études rapportant plus
spécifiqguement la mise au point de techniques de HPLC et CE pour les molécules chargées
dans les chimiospheres : ibuproféne (Dominkus 1996, Kunsman 1993, Shihabi 1996),
doxorubicine (Shinozawa 1980, Rose 1988, van Asperen 1998, Alvarez-Cedron 1999, Arnold
2004) et irinotécan (Bardin 2005).

Pour suivre la libération tumorale de la doxorubicine depuis un hydrogel, Konishi et al. ont
choisi une méthode HPLC/absorptiométrie. La molécule a été détectée dans le tissu pendant
une semaine & des concentrations comprises entre 10 et 10* M (Konishi 2005). Dans le
domaine de la chimioembolisation, Wang et al ont validé une technique de CE/fluorimétrie
pour la quantification tissulaire de la doxorubicine (Wang 2009) et mesuré des concentrations

tumorales de 1’ordre de 107 24 10° M.
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iii.  Intérét des techniques de dosage point par point pour notre problématique

Les méthodes de dosage point par point sont applicables a des échantillons biologiques. Elles
permettent généralement une quantification nanomolaire. En utilisant une méthode de
microdissection, on peut récupérer séparément la bille et le tissu, et obtenir une cartographie
tissulaire du medicament avec une résolution spatiale de 1’ordre de 100 um. La principale
limite de cette approche tient au temps d’analyse et au fait que deux techniques différentes

doivent étre validées, 1’une pour le prélévement, I’autre pour la séparation/quantification.
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2.1.2 Techniques pour I'étude de la répartition tissulaire

Trois méthodes différentes ont été retrouvées pour évaluer la distribution tissulaire d’une

substance active.

i. Radiomarquage

La premiére méethode consiste a utiliser des molécules marquées par un atome radioactif. Il
s'agit d'isotopes émetteurs B ou y & durée de vie longue (mois, années) tels le tritium °H, le

125 ou éventuellement courte (heures, jours) avec le carbone 'C ou le

carbone *C, ou I’iode
fluor *°F. La sensibilité est excellente, jusqu’a 104 M (Langer 2004).

Differentes méthodes de visualisation sont utilisées : autoradiographie et micro-
autoradiographie, imageur, tomographie par émission de positons (TEP). L'autoradiographie
consiste a exposer un film ou un gel photographique a un échantillon radioactif. La micro-
autoradiographie est la méme opération réalisée directement sur une lame histologique. Dans
les imageurs scintigraphiques, une substance sensible au rayonnement ionisant réémet un
photon capté par une cellule photoélectrique et donne une image digitale en 3D sur un tissu ou
sur un sujet entier. La TEP détecte spécifiqguement les photons d'énergie 511 KeV issus de
I'annihilation d’un positon avec un électron. Cette derniere méthode connait un essor
important du fait qu’elle peut étre couplée a un appareil de scanner ou d’IRM pour une
imagerie anatomique et fonctionnelle.

Le radiomarquage est, avec les techniques de CLHP, la méthode la plus utilisé dans les étapes
préliminaires du développement d'un médicament, notamment pour les études de distribution
et métabolisme (Touitou 1998; Stumpf 2005). Les études de distribution a partir d’implants
chargés sont plus rares. Saltzman et al. ont publié un travail tres intéressant sur la
pénétration d’un anticancéreux (°*H carmustine) dans des tumeurs gliomales depuis des
pastilles polymériques (Figure 6), montrant que les taux de diffusion et d’élimination

tissulaires de la molécule variaient au cours du temps (Fung 1996).
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Figure 6 — Principaux résultats de Saltzman et al. sur un implant chargé en BCNU
radiomarqué (Fung 1996).

A) Clich¢ autoradiographique et photographie d’une coupe de cerveau de rat implanté avec
une pastille chargée en BCNU tritiée, B) profils de distribution de BCNU depuis le bord de

I’implant a 1, 3,7 ou 14 jours.

L’utilisation d’un isotope radioactif est cependant extrémement contraignante dans
I’expérimentation animale, particulierement pour des modéles de grande taille et des durées
d’implantation de plusieurs semaines (protection des personnels, gestion des animaux et des
efflux). Piemi et al. ont suggéré que le radiomarquage d’une molécule peut modifier sa
pénétration tissulaire et ses interactions avec sa cible (Piemi 1999). Enfin, aucune méthode de
détection n’est parfaitement adaptée a notre problématique : 1’autoradiographie requiert un
temps d'exposition trés long (typiquement plusieurs semaines) et la résolution spatiale des

cameras a scintillation et de la TEP est de I’ordre de 1 mm (Langer 2004).

ii.  Microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence se base sur les caractéristiques spectroscopiques
particuliéeres de certaines molécules qui permettent de les différencier des structures
biologiques. La fluorescence observée peut avoir plusieurs origines : la fluorescence naturelle
d'une substance ou l'utilisation d'une substance fluorescente se fixant spécifiquement (DAPI
sur I’ADN) ou non spécifiquement (fluorescéine, rhodamine) sur une structure. La sensibilité

pour les molécules ayant un rendement de fluorescence élevé est typiquement de 107 M.
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Peu de médicaments sont naturellement fluorescents dans des gammes spectrales différentes
de celles des composants biologiques. On peut toutefois citer la famille des anthracyclines
(doxorubicine, daunorubicine, épirubicine...), ou encore la mitoxantrone et le topotécan
(Minchinton 2006). Cette propriété a été exploitée dans de nombreuses études sur la
distribution des anthracyclines (Decorti 2000; Zheng 2001; Harris 2003; Van Ruth 2003). Elle
a également permis d'étudier la libération de ces anticancéreux par des implants chargés, a la
fois in vitro (Omelyanenko 1998; Jeong 1999) et in vivo (Gao 2002; Qian 2003; Blanco
2004). Gao et al. ont publié une élégante série de travaux sur la libération de
doxorubicine par des batonnets en PLGA implantés dans le foie. En comparant les
résultats de I’imagerie de fluorescence et de I’examen histologique, 1’équipe a pu évaluer les
effets des modifications tissulaires (sain, tumoral, nécrotique, capsule fibreuse) sur la
diffusion du médicament (Figure 7). Plus récemment, ces auteurs ont modélisé le transport de
la molécule a partir des profils de distribution expérimentaux et de modeéles de diffusion de la
matiere pour déterminer quantitativement les vitesses de libération, diffusion et élimination du
principe actif dans le tissu cible et optimiser les propriétés d’élution de I’implant.
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Figure 7 — Principaux résultats de Gao et al. sur un implant chargé en doxorubicine (Blanco
2004). Profils de concentration du médicament depuis le bord de I’'implant a 4 j (A) et 8 j(B).

Quelques équipes ont greffé des fluorophores sur des agents pharmaceutiques : paclitaxel
(Rao 1998; Baloglu 2001) et docétaxel (Dubois 1995) marqués par la fluorescéine et par la
rhodamine. Cependant le couplage d’un fluorochrome a une molécule médicamenteuse pose
plusieurs problémes. Il requiert la maitrise de la chimie correspondante et une connaissance
du métabolisme de la molécule synthétisée. Les propriétés d’¢lution et de diffusion de la
molécule peuvent étre modifiées (Rao 1998), d’autant plus que les deux molécules ont un

poids moléculaire proche (e.g. : MWipyprofene : 206 g/mol, MWiyorescsine : 332 g/mol).
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iii.  Immunohistochimie

La derniere méthode retrouvée consiste a détecter la molécule médicamenteuse a l'aide d'un
anticorps dirigé spécifiquement contre elle.

Une méthode immunologique a été mise au point directement sur coupe histologique pour la
détection de la gentamicine sur des coupes de tissu (Mihelic-Rapp 1996; Imamura 2003). Plus
récemment, Wassef et al. ont utilisé un anticorps anti-ibuproféne pour détecter le
medicament directement sur des coupes de tissu (anticorps 1gG M51 anti-ibuprofen chez
AbKem lberia, Espagne) (Wassef 2008). La sensibilité de I’anticorps est trés élevée (107 M).
L’équipe a ainsi déterminé le pourcentage de surface marquée par [’anticorps sur une
chimiosphere chargée en ibuproféne (Figure 8). La technique n’a pu étre validée pour détecter
le médicament dans les tissus autour de lI’implant, en raison d’un fort marquage non

spécifique des structures biologiques.

Peu d’anticorps dirigés contre des médicaments sont actuellement disponibles. La synthése de

nouveaux anticorps est un protocole long, cher et complexe voire impossible pour certaines

molécules considérés par 1’organisme comme des hapténes (Watanabe 1993).

A) Photographie de billes entiéres chargées / non chargées en ibuproféene marquées par
I’anticorps. B) Photographies de coupes de bille / tissu marquées par 1’anticorps et montrant
une bille chargée en ibuprofene a t=0 (a) ou 1 semaine (b) et des billes contrdle non chargées

aux mémes délais (c et d).
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iv. Intérét des techniques d’étude de la répartition pour notre problématigue

Les trois méthodes décrites peuvent étre appliquées a des échantillons biologiques. Elles
donnent la distribution de la molécule avec une résolution spatiale allant jusqu’a la centaine
de nanometres pour les méthodes optiques, ce qui permet de distinguer visuellement I’implant
et le tissu environnant. Elles permettent de quantifier le médicament jusqu’a des
concentrations de 107 voire 10 M pour une molécule radiomarquée. L’intensité du signal
mesuré dépend des effets de matrice (état de la molécule, environnement, signal du tissu,...)
et la calibration n’est pas toujours évidente. L’utilisation d’un marqueur externe est soumise a

la disponibilité des réactifs ou a la possibilité d’en synthétiser.
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2.2 Techniques microspectroscopiques

Le terme de microspectroscopie désigne de facon schématique un appareillage couplant un
spectrométre et un systéeme d’imagerie. Le dispositif spectrométrique permet de mesurer un
spectre de I’échantillon et le dispositif microscopique permet de relier le spectre mesuré a une
position spatiale. Le résultat de I’analyse est donc une cartographie chimique 2D du spécimen.
Si I’on dispose d’un spectre de référence d’une molécule d’intérét, on peut ainsi établir a
partir de I’image spectrale la distribution de cette substance. Les techniques de spectroscopie
sont pour la plupart quantitatives, on peut donc relier 1’intensité du signal sur le spectre a la

concentration de I’élément mesuré.

On parle de microspectroscopie optique dans le cas ou le faisceau incident est un
rayonnement électromagnétique situé dans le domaine UV, visible ou encore infrarouge.
Dans cette gamme du spectre électromagnétique, les interactions rayonnement / matiére se
situent au niveau des couches les plus externes du nuage électronique et conduisent
généralement a une identification au niveau moléculaire. 11 s’agit principalement des

spectrométries infrarouges, Raman et de fluorescence.

D’autres dispositifs microspectroscopiques d’intérét utilisent des spectrometres de
fluorescence X ou des spectromeétres de masse. Les phénomenes physiques étudiés et les
informations fournies par ces méthodes sont différents. Utilisant des sources énergétiques
plus puissantes, généralement particulaires, ces méthodes conduisent généralement a une
identification €élémentaire. Nous présenterons plus briévement leur principe et leurs

applications rapportées ou potentielles.
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2.2.1 Généralités : interactions rayonnement / matiére

Le rayonnement électromagnétique présente une double nature : ondulatoire et corpusculaire.
Il peut tout d’abord étre décrit comme la propagation d’énergie grace aux variations
périodiques, a la fréquence v, d’un champ électrique et d’un champ magnétique. Le
rayonnement peut aussi étre considéré comme un flux de particules : les photons, possedant
une masse au repos nulle et se déplacant a une vitesse égale a celle de la lumiére dans le vide.

Ainsi, de maniére générale, une onde peut étre indifféremment caractérisée par sa périodicité
spatiale (longueur d’onde 1), sa périodicité temporelle (fréquence v) ou par 1’énergie E des

photons qui lui sont associés, selon la relation :

E=hv=hx
= =N x—
v 2

avec  h constante de Planck (6,626 103 J.s)

c vitesse de la lumiére dans le vide (3.10° m.s™)

On définit aussi le nombre d’onde k ou ¥ exprimé en cm *, tel que : v=1/2

<— Increasing Frequency (v)

1w* w0 " 1™ 10 't 10? 10"° 10 10* 10 10° 10" v(Hz)
| | 1 | | [ | | [ | | I
i rays X rays uv IR Microwave |FM AM Long radio waves

Radio waves
| | | | 1 vl | 1 ' 1 } I
[T 1) S 1 L [ U [ N ) 0 10 10’ 1w’ 10* 10° 1wt Lim)
e ~== ) Increasing Wavelength (») —

e~ Visible spectrum

1 b v bt 8 4 G ) 1
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Increasing Wavelength (7.) v nm —

Figure 9 — Spectre électromagnétique (http://www.wikipedia.fr)
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D’autre part, 1’énergie d’une molécule (a I’exception de son énergie cinétique) est quantifiée,
¢’est-a-dire qu’elle ne peut pas prendre n’importe quelle valeur. Cette énergie peut s’écrire de
facon approximative sous la forme de la somme d’un terme électronique Ee di a I’énergie des
¢lectrons, d’un terme Ev di a 1’énergie vibrationnelle des noyaux et d’un terme rotationnel Er
dd a la rotation de la molécule :

E=Ee+ Ev+Er
avec Ee > Ev > Er

La figure 10 donne schématiquement les gammes d’énergie correspondant a ces différentes

contributions.

E (kcal/mol) & V= thc(cm‘hn
) uv —— | jyeaux
10°— 35 000+ électroniques
Visible
4 000
10
IR moyen _ Niveaux
vibrationnels
400
‘|_
Agitation
06—+————— e it thermique
IR lointain ——— Niveaux
0 rotationnels

Figure 10 — Valeurs respectives des contributions électroniques, vibrationnelles et

rotationnelles d’une molécule (Dalibart 2000).

Lorsqu’un rayonnement est envoyé¢ sur un échantillon, plusieurs types d’interactions peuvent
se produire en fonction de 1’énergie de 1’onde électromagnétique et des propriétés du
matériau. Le diagramme des niveaux d’énergie ou diagramme de Jablonski (Figure 11)

distingue trois types d’interactions : absorption, diffusion et émission.
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Figure 11 — Un exemple de diagramme de Jablonski (d’aprés (Breuzard 2006)).

Si I’énergie du rayonnement incident correspond a une différence entre deux niveaux
énergétiques d’une molécule de 1’échantillon, alors il pourra y avoir absorption des photons
de la fréquence correspondante, c’est-a-dire passage de la molécule d’un état d’énergie
fondamental vers un état excité d’énergie supérieure. La diffusion rassemble I’ensemble des
phénomenes par lesquels le rayonnement change de direction de propagation a la traversée
d’un milieu. La diffusion peut étre avec (diffusion inélastique) ou sans (diffusion élastique)
changement de longueur d’onde. L’absorption et la diffusion contribuent a 1’affaiblissement
de I’énergie du faisceau incident. Enfin I’émission est le résultat d’une transition de 1’atome

ou de la molécule d’un état excité a 1’état fondamental.
La spectroscopie désigne 1’ensemble des techniques permettant d’étudier ces

interactions. Selon le type de phénomeéne que 1’on souhaite étudier, on utilise différents types

de dispositifs spectroscopiques.
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2.2.2 Microspectroscopie infrarouge

i.  Principe physique (Dalibart 2000)

La spectroscopie infrarouge étudie les transitions entre niveaux vibrationnels d’un méme état
électronique. Les deux principaux modes vibrationnels sont les suivants (Figure 12) :
e [’¢longation : mouvement rythmique le long de 1’axe de la liaison ;

o la déformation angulaire : variation de I’angle formé entre deux liaisons successives.

Modes d’élongation Modes de déformation
e,
Symétrique Cisaillement Balancement
(V=2853cm™) (¥=1467cm™") (¥v=~1300cm™")
|
I
Ry A !
N I
/ ¥ =
Asymétrique Rotation pure Torsion
(7=2926cm™) (¥=720cm™)  (¥=1250cm™")

Figure 12 — Modes de vibration moléculaire : exemple du groupement CH, (Dalibart 2000).

ii.  Un spectre infrarouge

Si le faisceau lumineux incident a une énergie correspondant a 1’énergie de vibration des
liaisons de la molécule, le rayonnement va étre absorbé et on enregistrera une diminution de
I’intensité. Le spectre infrarouge représente 1’absorption de 1’énergie du faisceau incident en

fonction de la longueur d’onde (Figure 13).
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Figure 13 — Spectre infrarouge de 1’ibuprofene.

iii.  Aspect qualitatif (Dalibart 2000)

L’apparition d’une bande d’absorption sur le spectre infrarouge d’une molécule est soumise a
des regles de sélection. Ces régles ont été établies pour des molécules simples, di- ou tri-
atomiques, pour lesquelles il est possible de prédire quels sont les modes de vibrations qui
conduiront a une absorption infrarouge. Il est difficile de transposer ces régles a des molécules
complexes telles celles étudiées ici. On retiendra simplement que seules les vibrations
induisant une variation du moment dipolaire de la molécule sont associées a une bande
infrarouge.

L’étude qualitative des spectres infrarouges porte sur la position des pics et leur déplacement,
leur intensité ou encore leur largeur. Du fait de la multiplicité des pics, la combinaison des
bandes infrarouges est spécifique d’une molécule et permet donc de I’identifier de fagon
précise et certaine. Le déplacement des bandes vers des longueurs d’onde plus faibles ou plus
élevées par rapport a un spectre contrdle démontre les interactions de la molécule avec son
environnement : cristallisation de la substance, établissement de liaisons covalentes avec une

matrice, de liaisons ioniques ou liaisons H avec le solvant, ...
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iv.  Aspect quantitatif (Dalibart 2000, Burgot 2006)

La loi de Beer-Lambert donne ’intensité résultante I en fonction de 1’intensité initiale Iy, de la
concentration € du milieu en substance absorbante, de la longueur I du trajet optique dans le
milicu absorbant et du coefficient d’extinction moléculaire & dépendant de la substance
absorbante.

[=1I,% eC!
d’ou I’on déduit 1’absorbance A :

A = —log (1/,0) =eCl

La proportionnalité entre 1’absorbance et la concentration d’une substance permet d’utiliser
les spectroscopies d’absorption comme méthode d’analyse quantitative, du moins dans la
limite de linéarité de la loi de Beer-Lambert (typiquement pour des absorbances < 2). La loi

est additive, ce qui permet le dosage des mélanges.

v.  Résolution latérale (Essendoubi 2007)

Selon la théorie de la diffraction, la résolution spatiale en x est limitée par la longueur d’onde
de la source incidente. D’apres le critére de Rayleigh, on peut distinguer deux points A et B si
AB >0,614/5y

avec A : longueur d’onde

ON : ouverture numérique de 1’objectif.
En pratique, les objectifs de microscopes IR ont des ouvertures numériques comprises entre
0,5 et 0,7 donnant des résolutions latérales de 1’ordre de quelques microns a quelques dizaines

de microns pour une illumination dans 1’infrarouge moyen.

vi.  Applications biomédicales

Dans la recherche et 1’industrie pharmaceutique, 1a spectroscopie infrarouge est une méthode
de routine dans I’analyse de molécules thérapeutiques depuis la caractérisation de matiéres
premiéres jusqu’au controle de process. L’imagerie infrarouge connait actuellement une forte
expansion en chimie analytique. On peut citer les travaux réalisés par Kazarian et Chan
sur des formulations polymeres/ibuprofene, et qui ont évalué in vitro la distribution, la

cristallisation, ou encore I’imprégnation et la dissolution du médicament dans la matrice
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(Kazarian 2002; Chan 2003; Chan 2005; Chan 2006). A notre connaissance, aucune

application in vivo / ex vivo pour 1’étude de formulations pharmaceutiques n’a été rapportée.

La spectroscopie infrarouge intéresse aujourd’hui beaucoup les biologistes et les
médecins comme outil d’aide au diagnostic en cancérologie. Cette approche repose sur la
reconnaissance de marqueurs spectroscopiques fonctionnels, c’est-a-dire la présence ou
I’absence de bandes infrarouges qui permettent de discriminer tissu cancéreux et tissu sain. Le
nombre d’études portant sur ce sujet augmente tres rapidement, et quasiment tous les types de
cancers ont maintenant été caractérisés en microspectroscopie infrarouge : cancers de la peau
(Lasch 1998; Tfayli 2005; Ly 2008; Ly 2009), du sein (Malins 1996; Gao 1999; Fabian 2006),
du colon (Rigas 1990; Lasch 2004; Krafft 2008; Wolthuis 2008), du cerveau (Lee 1998;
Ambharref 2006; Krafft 2006), du col (Romeo 2002; Walsh 2007), du poumon (Wang 1997,
Yano 2000; Yang 2005), du foie (Diem 2000), de I’ovaire (Krishna 2007).

Si cette application sort du champ d’étude de notre travail, il est intéressant de noter que la
méme technique utilisée pour quantifier le release de principe actif peut servir a caractériser la
tumeur. On peut imaginer dans la suite de ce travail faire de la microspectroscopie infrarouge
une technique d’imagerie multimodale, ou la méme analyse donnera les cartographies
superposées de la distribution tissulaire du médicament et de I’architecture tissulaire, voire

également de ses effets sur le tissu.
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2.2.3 Microspectrofluorimétrie

i.  Principe physique (Burgot 2006, Breuzard 2006)

L’absorption de lumiére UV-visible par des molécules génére une population d’espéces dans
des états électroniques excités d’énergie supérieure (Figure 11). Le retour au niveau
fondamental se fait alors par différents processus compétitifs :

e soit par émission de photons, ¢’est la fluorescence ;

e soit par un processus non radiatif ou 1’énergie est abandonnée aux molécules du
solvant (conversion interne) ;

e soit encore il y a passage transitoire a un niveau excité triplet intermediaire
(conversion intersystéeme), a parti duquel les molécules retournent a 1’état fondamental
soit par une émission de photons (phosphorescence), soit par dissipation non radiative
de I’énergie restante.

La compétition entre phénomeénes de fluorescence et de conversion interne se chiffre par le
rendement quantique de fluorescence ¢ qui est le rapport entre le nombre de photons absorbés

et le nombre de photons émis.

ii.  Un spectre de fluorescence (Burgot 2006, Breuzard 2006, Lakowicz 2006)

Chaque molécule fluorescente est caractérisée par des spectres d’excitation et des spectres
d’émission (Figure 14).

Un spectre d’excitation représente la variation de I’intensité de rayonnement de fluorescence
en fonction de la longueur d’onde du rayonnement d’excitation, pour une transition
d’émission fixée. Le spectre d’excitation est en principe identique au spectre d’absorption du
composé étudié. Une différence entre ces spectres peut étre attribuée a la présence
d’impuretés, qui modifieront plus facilement le spectre d’excitation.

Pour le spectre d’émission, on enregistre la variation de I’intensit¢ du rayonnement de
fluorescence en fonction de la longueur d’onde pour une longueur d’onde d’excitation fixée
(source monochromatique). La longueur d’onde d’excitation optimale qui correspond a une
intensit¢é maximale d’émission de fluorescence ne correspond pas obligatoirement au
maximum d’absorption du composé. En pratique on mesure I’intensité¢ de fluorescence pour

chaque valeur de longueur d’onde d’excitation pour trouver celle qui optimise le phénomene.
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Figure 14 — Spectres d’excitation de fluorescence et d’émission de fluorescence

(Ait-Slimane 2007).

On observe tout d’abord sur la figure 13 que la longueur d’onde maximale d’émission de
fluorescence est plus élevée que la longueur d’onde d’excitation qui lui a donné naissance. Ce
décalage, dit décalage de Stokes, s’explique par le fait que la molécule excitée perd
généralement son énergie vibrationnelle avant de redescendre au niveau électronique
fondamental. D’autre part la molécule retombe le plus souvent dans 1’état fondamental a un
niveau vibrationnel plus élevé qu’avant excitation, contribuant a la diminution de I’énergie
émise. On note ¢galement sur la figure 13 que le profil d’émission est identique quelle que
soit la longueur d’onde choisie pour I’excitation (reégle de Kasha), car la relaxation
vibrationnelle est généralement plus rapide (10™2 s) que I’émission de fluorescence (107 s).
Enfin I’intensité d’émission dépend de la longueur d’onde d’excitation, I’intensité de la
fluorescence étant maximale a la longueur d’onde d’excitation maximale.

Ces regles décrivent le comportement le plus fréquent des molécules fluorescentes. Des
exceptions existent telles que la réesonance de fluorescence (FRET), ou il y a superposition des

spectres d’absorption et d’émission.

iii.  Aspect gqualitatif (Burgot 2006)

Toutes les molécules ne fluorescent pas. Pour que le phénoméne se manifeste, plusieurs
conditions doivent étre remplies, bien qu’il n’existe pas de régles permettant de le prévoir. La

longueur d’onde d’excitation doit étre supérieure a 250 nm, les rayonnements de plus faible
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longueur d’onde étant trop énergétiques et risquant de provoquer des ruptures de liaisons.
L’¢électron qui subit la transition ne doit pas étre dans une orbitale liante 6. Les molécules les
plus fluorescentes contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques, des groupements
donneurs d’électrons et possedent une structure rigide.

L’étude qualitative des spectres porte notamment sur les écarts éventuels entre les spectres
d’absorption et d’excitation de fluorescence. Une différence entre ces spectres peut étre
attribuée a la présence d’impuretés dans 1’échantillon.

L’¢tude des maxima d’intensité des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence peut
permettre d’identifier une molécule, bien que cette identification reste moins précise qu’en
spectroscopie infrarouge.

Comme sur un spectre infrarouge, des modifications du profil ou de I’intensité de
fluorescence suggerent une modification de 1’environnement de la substance. Une
augmentation de la fluorescence peut étre due a la formation d’un chélate entre la substance
fluorescente et un cation métallique (Ca?" Zn*" ...) qui augmente la rigidit¢ du systéme
moléculaire. A I’inverse, une diminution de la fluorescence (ou quenching) peut s’expliquer
par l’interaction d’une molécule excitée avec un agent quenchant (e.g. un groupement
halogéné ou oxygéné) qui la rend inapte a la fluorescence, par une modification acido-basique
avec le pH qui change ses propriétés de fluorescence ou encore par une augmentation de la
température qui favorise les chocs entre molécules et la dissipation thermique. La mesure des
rendements quantiques de fluorescence de la molécule dans différentes conditions peuvent

aider a comprendre ces interactions.

iv.  Aspect quantitatif (Burgot 2006, Breuzard 2006)

La loi de Beer-Lambert s’applique a I’intensité lumineuse transmise par une solution :
| = IO x g~ ¢ cl
Dans le cas des substances fluorescentes, cette relation n’est pas exploitable car la lumiere
émise se superpose a celle transmise. Par contre il est possible d’exprimer 1’intensité de
fluorescence F, parfois appelée brillance, en fonction de I’intensité du rayonnement incident
lo, selon la relation :
F=pUy— D= @l(1-e*h
ou ¢ est le rendement quantique de fluorescence, tel que défini précédemment. ¢ est

caractéristique de la substance étudiee, et défini pour une température et un solvant donné.
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En général : £ C/< 0,02, donc on peut faire I’approximation: e ¢¢! ~1— &C1
D’ou I’on déduit :

F=¢plyeCl
L’intensité du rayonnement de fluorescence est directement proportionnelle a la concentration
de la substance fluorescente présente dans la solution ainsi qu’a I’intensité de 1’excitation.
Cette relation souffre les mémes limites d’applications que la loi de Beer-Lambert sur laquelle
elle s’appuie. En pratique, on observe que I’intensité de fluorescence varie linéairement avec
la concentration en fluorophore dans le cas de solutions diluées. Pour des concentrations
¢levées, I’intensité de fluorescence n’est plus proportionnelle a la concentration et peut méme
décroitre quand on augmente la concentration de fluorophore, en raison des phénomeénes de
quenching dynamique (le fluorophore a 1’état excité est désactivé en subissant un contact avec
une autre molécule) ou statique (le fluorophore établit un complexe stable et non fluorescent

avec une deuxieéme molécule fluorescente).

La spectroscopie de fluorescence se révele beaucoup plus sensible que les spectroscopies
vibrationnelles, car les coefficients d’extinction molaire observés pour les transitions
électroniques sont en général supérieurs d’un facteur 10 a 100 a ceux rencontrés dans les
transitions vibrationnelles. Les meilleurs fluorophores peuvent étre détectés jusqu’a des
concentrations de 1’ordre de 10° M. La spectrofluorimétrie est également plus sélective car

toutes les substances qui absorbent ne fluorescent pas obligatoirement.

v. Résolution latérale

La résolution latérale en microspectrométrie de fluorescence est soumise au méme critére
qu’en infrarouge. Par conséquent pour des illuminations dans le domaine du visible, la
résolution latérale maximale est de I’ordre de 250 nm. En pratique, les objectifs utilisés ayant

une d’ouverture numérique de 0,25, la résolution spatiale est plut6t de I’ordre du micrométre.

vi.  Applications biomédicales

La spectroscopie de fluorescence est proposée comme outil de diagnostic dans les

explorations endoscopiques ou per-opeératoires (Liu 1992; DaCosta 2007; Han 2009). Elle
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utilise 1’autofluorescence des tissus et permet, comme la spectroscopie infrarouge, la
discrimination entre des spectres "pathologiques” et des spectres "sains".

La microspectrofluorimétrie, également appelée microspectroscopie de fluorescence ou
imagerie spectrale confocale, a révélé la distribution subcellulaire de différentes molécules
anticancéreuses : doxorubicine (Gigli 1988; Millot 1989; Morjani 1992; Morjani 1997;
Fourre 2006), pirarubicine (Belhoussine 1998) et mitoxantrone (Feofanov 1997; Feofanov
1997; Feofanov 1999; Breuzard 2006; Vibet 2007).
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2.2.4 Autres types de microspectroscopies

i.  Microspectroscopie Raman

Tout comme la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman étudie les transitions
vibrationnelles des molécules et apporte des informations sur les liaisons chimiques présentes
dans un échantillon. Basées sur des régles de sélection différentes, les deux types de
spectroscopie apportent des informations complémentaires (Dalibart 2006). Les solutions
aqueuses sont par exemple couramment étudiées en spectroscopie Raman, car le signal de

I’eau est faible.

Les deux méthodes vibrationnelles ont des selectivités globalement similaires. La
spectroscopie Raman classique (c’est-a-dire ne combinant pas des techniques d’exaltation du
signal : Raman de résonance, SERS...) est en général moins sensible que 1’infrarouge
(Dalibart 2006). L’utilisation de la spectroscopie Raman a des fins quantitatives est possible
(De Beer 2006; Strachan 2007).

La microspectroscopie Raman donne une meilleure résolution spatiale que I’infrarouge car
elle utilise des rayonnements de plus faibles longueurs (visible ou proche IR). Ainsi avec une

source & 785 nm, on peut avoir une résolution latérale comprise entre 400 nm et 1 pm.

En biologie, les applications de la spectroscopie Raman sont assez proches de celles de la
spectroscopie infrarouge. Elles ont principalement un but diagnostic dans le domaine du
cancer, avec la différence que la spectroscopie Raman peut étre entreprise in vivo sur sujet
vivant du fait de sa non-sensibilité au contenu en eau (Choo-Smith 2002; Eikje 2005; Owen
2006; Krafft 2009). Ont notamment été étudiés les cancers de la peau (Nijssen 2002;
Sigurdsson 2004; Ly 2008), du cerveau (Koljenovic 2002; Amharref 2007; Krafft 2007), du
poumon (Huang 2003; Yamazaki 2003; Draux 2009), du foie (Hawi 1996), du colon
(Molckovsky 2003; Krafft 2008), de la prostate (Crow 2003; Taleb 2006), des voies génitales
(Liu 1992; Mahadevan-Jansen 1998; Krishna 2007), du sein (Frank 1994; Henry 1996;
Manoharan 1998). Elle a été utilisée pour la caractérisation biochimique de plaques
d’athérome dans les artéres (Baraga 1992; Romer 1998; Van de Poll 2003), de caroténoides
dans I'ceil (Bernstein 2004), de calculs rénaux (Paluszkiewicz 1998).
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En pharmacologie, spectroscopie et imagerie Raman ont été utilisées pour la caractérisation in
vitro de medicaments sous forme solide dans des comprimés, gélules ou matrices
(Breitenbach 1999; Bugay 2001; Treado 2001). La technique a également été appliquée pour

la quantification de substances actives dans des implants (Milne 1997; Geze 1999).

L’imagerie Raman a permis d’étudier in vitro sur des cultures cellulaires la distribution de
principes actifs a I’échelle subcellulaire : antinéoplasique (paclitaxel (Ling 2002),
mitoxantrone (Breuzard 2004)), testosterone (Coutts-Lendon 2003). Tfayli et al. ont suivi ex
vivo la pénétration d’un antibiotique a travers des échantillons de peau excisée jusqu’a
une profondeur de 40 um (Tfayli 2007). Enfin la technique a été appliquée in vivo a I'étude de

la distribution d’antibiotique/antifongique dans I’ceil (Hosseini 2003).

ii.  Spectrométries de fluorescence X

La spectrométrie de fluorescence X étudie les transitions électroniques des couches internes
des atomes. Elle donne des informations sur la composition élémentaire d’un prélévement,
indépendamment de tout effet de son environnement chimique : un faisceau incident de
rayons X arrivant sur un échantillon ionise un atome dans une couche profonde (K, L, M). La
lacune ainsi créée est comblée par un électron d’une couche supérieure. La descente de
I’€lectron vers un niveau énergétique moins élevé provoque I’émission d’un photon situé¢ dans
la gamme des rayons X sur le spectre électromagnétique et dont 1’énergie est caractéristique
de la transition. Aujourd’hui un faisceau incident de noyaux H* remplace souvent le faisceau
de rayons X (PIXE, particule induced X ray emission) (Moretto 2004). Derniérement se sont
développées des méthodes de focalisation des faisceaux d’ions, qui permettent la mise en
ceuvre de la méthode PIXE a I’échelle microscopique. Il est alors possible, en balayant
I’échantillon, d’obtenir une analyse point par point et donc une cartographie chimique

élémentaire (méthode micro-PIXE) (Moretto 2004; Berger 2005).

La méthode est quantitative avec une assez bonne sensibilité (entre 10 ppb et 1 ppm) (Petibois
2008). Une quantification absolue peut étre obtenue par un couplage RBS (rétrodiffusion
Rutherford) réalisé au cours de la méme analyse. Les sondes les plus performantes donnent
une résolution spatiale de I’ordre de 300 nm, avec une zone d’analyse allant jusqu’a 2 x 2
mm2 (Moretto 2004).
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En biologie, I’imagerie de fluorescence X a principalement servi a établir des cartographies
cellulaires de différents éléments endogéne, tels K, Ca, Mg, Fe, etc (Lyaruu 1990; Moreton
1994; Mauro 1998; Yun 1998; Michelet-Habchi 2003; Guiet-Bara 2004; Abnet 2005), ou
exogenes, tels que le plomb (Lindh 1989), le chrome (Dillon 1998), le titane (Taira 2006) ou
encore le cadmium (Nagamine 2007).

En pharmacologie, elle a permis a Los et al. de démontrer une différence de concentration et
de répartition du cisplatine dans des tumeurs intrapéritonéales expérimentales apres une
administration intraveineuse ou intrapéritonéale (Los 1990). D’autres études ont par la suite
repris la technique pour évaluer la distribution et la concentration tissulaire de différents
anticancéreux dérivés du platine (Mauthe 1998; Duvillard 1999; Sakurai 2008).

iii.  Spectrométries de masse

Differents dispositifs instrumentaux utilisent la spectrométrie de masse pour réaliser des
images spectrales. Dans le domaine de la biologie, les deux plus connues sont la spectrométrie
de masse a ionisation secondaire (SIMS) et la désorption / ionisation laser assistée par matrice
(MALDI) (Todd 2001).

La SIMS est une technique d’analyse de surface utilisée pour faire des cartographies de la
composition élémentaire, isotopique ou moléculaire d’un échantillon. Elle repose sur
I'émission de particules secondaires a partir des premieres couches d'atomes d'un échantillon
solide sous l'effet du bombardement d'un faisceau d'ions primaires trés énergétiques (souvent
Cs*, Ar" ou Ga"). Sous l'impact, les liaisons chimiques sont rompues, et les atomes ou des
combinaisons d'atomes sont libérés, soit sous forme neutre, soit sous forme chargée (ions).
Par un jeu de lentilles électromagnétiques, le faisceau d'ions secondaires est amené dans un
spectromeétre de masse. Chaque ion est sélectionné en fonction de son rapport masse/charge
tout en conservant l'information topologique de I'origine de I'émission. Les ions sélectionnés
sont ensuite soit comptés pour quantification, soit guidés par des lentilles de projection sur un
écran de visualisation pour I'imagerie (Clerc 1997, Darque-Ceretti 1998, Todd 2001).

La MALDI utilise un procédé différent pour générer des especes ioniques. L’échantillon,
inclus dans une matrice cristalline, est irradié par des photons émis par un laser dont la
longueur d'onde est située dans la bande d'absorption de la matrice. L’irradiation du mélange
cristallin donne lieu a la désorption d’ions caractéristiques de 1’échantillon ensuite analysés
par spectrométrie de masse. La méthode est plus spécifiguement dédiée a 1’analyse des

molécules de haut poids moléculaires (>1000 Da), peptides et protéines (Todd 2001).
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En SIMS, on peut théoriquement détecter tous les éléments de la classification périodique. Le
seuil de détection des ions étudiés dépend principalement de leur nature. La sensibilité est de
I’ordre de 0,1 ppb (Petibois 2008). L’analyse quantitative par comptage des ions secondaires
sélectionnés est possible. Cependant di a des effets de matrice importants, la quantification
absolue reste difficile. La concentration de 1’¢lément recherché doit préférentiellement étre
faible (typiquement < 1%) pour que la relation entre le signal détecté et la concentration soit
lineaire (Darque-Ceretti 1998).

La résolution latérale est inférieure a 100 nm, la meilleure pour les techniques
microspectroscopiques présentées ici (Petibois 2008). A noter cependant que la taille

maximale du champ d'acquisition est d’environ 400x400 pm? (Clerc 1997).

Les méthodes d’imagerie par spectrométrie de masse ont été utilisées pour I'analyse de la
distribution au niveau cellulaire de différents composés endogenes : protéines (Todd 2001;
Chaurand 2003) ou cholestérol (Nygren 2004). Si l'analyse est effectuée dans des conditions
contraignantes (sous vide, trés haute pression), des techniques de préparation ont adaptées et
validées pour l'analyse d’échantillons biologiques (Fragu 1997; Todd 2001).

Plusieurs études pharmacologiques ont évalué la distribution tissulaire / cellulaire soit de
meédicaments possedant un élément halogéné facilement ionisable, tels le 5-fluorouracil
(Fragu 1997) la clofazimine (CIliff 2003), la clozapine (Todd 2001) ou la mefloquine
(Adovelande 1994), soit de médicaments marqués par un isotope stable de concentration
physiologique faible (°H, **C, *N) (Guerquin-Kern 1997) ou par un isotope radioactif &
longue durée de vie (°H, C) (Hindie 1989)
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2.2.5 Intérét des microspectroscopies pour notre étude

Toutes les techniques microspectroscopiques répondent aux critéres définis pour 1’étude des
chimiospheres.

Elles sont applicables sur des échantillons biologiques et des coupes de tissus, elles
fournissent une cartographie moléculaire quantitative et elles ont une résolution spatiale tres

inférieure a la taille de la bille.

Le choix de la technique a utiliser dépend de la molécule a étudier, ou plus précisément de ses
propriétés spectroscopiques par rapport a celles de la bille et du tissu.

Les techniques utilisant les spectrometres de fluorescence X ou spectrométres de masse
pourraient étre employées pour des principes actifs contenant un atome présent a faible
concentration dans les milieux biologiques (fluor, platine). Ce n’est pas le cas des molécules
actuellement chargées dans les chimiospheres.

La microspectrofluorimétrie est la méthode a privilégier pour les molécules naturellement
fluorescentes du fait de son excellente sensibilite.

Les microspectroscopies vibrationnelles peuvent potentiellement servir pour toutes les
substances, excepté peut-étre les molécules de la biothérapie dont le spectre est sans doute

proche de celui des molécules endogenes.

Microspectro. de  Microspectro. Microspectro. Spectro. de Spectro. de
fluorescence infrarouge Raman masse fluorescence X
Sensibilité 107 M 10° M 10° M 107 M 10°M
(LLOD/LLOQ)
Résolution spatiale 250 nm 10 um 250 nm 100 nm 300 nm
Principes actifs paclitaxel 5-fluorouracil

e 1is anthracyclines . . . . . .
étudiés en . ibuproféne mitoxantrone clofazimine cisplatine
mitoxantrone

microspectroscopie testostérone mefloquine

Tableau 4 — Principales caractéristiques des techniques microspectroscopiques.
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2.3 Problématique sur l'utilisation des microspectroscopies

Deux techniques microspectroscopiques ont été rapportées pour 1’étude in vitro de deux des
principes actifs chargeables dans les chimiospheres : la microspectroscopie infrarouge pour
évaluer I’imprégnation d’une matrice polymérique par I’ibuproféne et la microspectroscopie

de fluorescence pour la localisation intracellulaire de la doxorubicine.

Aucune de ces techniques n’a été utilisée ex vivo sur des échantillons tissulaires. Aucune n’a
été validée pour la quantification de principes actifs.

On ignore egalement si les performances des différentes microspectroscopies sont
compatibles avec les concentrations de médicament présentes dans la chimiosphére ou dans le
tissu autour de la bille.

En pratique, il a fallu démontrer la faisabilité d’une utilisation des microspectroscopies pour
détecter et quantifier sur prélevement tissulaire, les différents principes actifs libérés par les
chimiospheres, et définir pour chaque médicament quelle technique utiliser pour répondre a

quelle question et dans quelles limites.
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Objectifs généraux du travail de these

Les "chimiospheres" sont de nouvelles microspheres d’embolisation synthétiques et calibrées,
qui peuvent étre chargées avec des solutions de principes actifs. En tant que vecteur

pharmaceutique, elles doivent fournir une libération contrélée du médicament.

Trois chimiosphéres sont actuellement disponibles sur le marché, en phase d’évaluation
clinique pour différentes applications :

e une chimiosphére de PVA chargeable en ibuproféne (Bead Block™, Biocompatibles
UK Ltd) pour la réduction des douleurs dans 1’embolisation de fibromes utérins ;

e une chimiosphére de PVA modifiée par des groupements sulfonate, chargeable en
doxorubicine ou en irinotécan (DC Bead™, Biocompatibles UK Ltd), pour le
traitement des tumeurs hépatiques et des tumeurs pulmonaires non opérables ;

e une chimiosphére de PVAl/acrylate modifiée par des groupements carboxylate,
chargeable en doxorubicine ou en oxaliplatine (HepaSphere™, Biosphere Medical

Inc), pour les mémes applications en oncologie.

Il n’a jamais été démontré pour aucun de ces produits que le médicament est effectivement
libéré dans le tissu cible, a quelle dose, pendant combien de temps et jusqu’a quelle distance
de la bille.

Ces questions ont été étudiées séparément pour chaque couple bille / médicament, car les

critéres d’efficacité dépendent de 1’application médicale.

Les microspectroscopies sont une approche intéressante pour évaluer ces parameétres. Elles
sont applicables directement sur une coupe de tissu contenant I’implant, et elles pourraient
fournir une cartographie quantitative de la molécule a la fois dans la bille et dans le tissu
environnant. Les caractéristiques spectroscopiques de la substance d’intérét déterminent le
choix de la technique. On doit donc définir pour chaque couple bille / médicament quel(s)

type(s) de microspectroscopie peut (peuvent) étre utilisé(s).
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Plan des études et objectifs particuliers

Trois couples bille / médicament ont été étudies au cours de ce travail :

1.

la chimiosphére de PVA chargée en ibuprofene. Nous avons cherché a mesurer par
microspectroscopie infrarouge la concentration du médicament dans la bille et dans le
tissu. Nous avons utilis¢ des échantillons d’une étude préclinique sur un modele
d’utérus de brebis, prélevés a différents délais aprés embolisation. Les résultats ont été
comparés rétrospectivement aux résultats de 1’évaluation de 1’effet anti-inflammatoire
des chimiospheres réalisée sur les mémes prélévements.

la chimiosphere de PVA modifiée par des groupements sulfonate et chargée en
doxorubicine. Les objectifs ont été d’appliquer a nouveau la microspectroscopie
infrarouge pour quantifier le medicament dans la bille et de valider la
microspectroscopie de fluorescence pour mesurer les concentrations dans le tissu
autour de la bille. Trois études ont été réalisées : in vitro, sur un modele de diffusion
dans un gel de collagene ; préclinique, sur un modele de foie de porc sain non-
tumoral ; clinique, sur des prélévements de patients cirrhotiques porteurs de carcinome
hépatocellulaire. Les résultats de la quantification de 1’antinéoplasique ont été
compares aux lésions tissulaires évaluées en histologie lors de notre étude.

la chimiosphére de PVA modifiée par des groupements sulfonate chargée en
irinotécan. Notre objectif était de valider la microspectroscopie infrarouge pour
quantifier le médicament dans la bille. Ce travail s’inscrit dans une étude plus large de
toxicité dans un modele non tumoral d’embolisation de 1’artére pulmonaire chez le

mouton.
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Chapitre 1

Chimiosphere d’ibuprofene
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Tableau 5 — Données cliniques sur les fibromes utérins et I’embolisation.

Incidence e 20-50 % des femmes
e 10-20 % de fibromes symptomatiques

Traitements e médicamenteux (analogues progestérone ou GnRH)
e chirurgie (myomectomie, hystérectomie)
e embolisation (UFE)

Indications UFE o fibromes symptomatiques

Nombre de femmes traitées e 13.000 a 14.000 aux USA en 2004

par UFE e croissance annuelle de 5 a 10%

Résultats e amélioration des symptémes : 90% a 1 an, 80% a 4 ans
a long terme e taux de récurrence : entre 5 et 29%

Complications (douleurs) e 92% des patientes

e bi-phasiques : intenses pendant les premiéres 24 h et
modérées sur la premiére semaine.

Intérét d'une chimiosphére e Réduction des douleurs post-embolisation
d’ibuprofene
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1.1 Contexte médical : '’embolisation de fibrome utérin

1.1.1 Fibromes utérins

i Incidence, étiologie et pathogénie

Le Iéiomyome ou fibrome utérin est une tumeur bénigne, fibreuse et nodulaire développée a
partir des fibres musculaires de 1’utérus. L’incidence réelle du fibrome n’est pas connue, car
la maladie est dans la majorité des cas asymptomatique et ne nécessite aucun traitement. Des
études apres autopsies rapportent que 20 a 50% des femmes en post mortem ont des
fibromes, tandis que des examens pathologiques sur spécimens chirurgicaux suggerent une
incidence de prés de 77% (Rongieres 1999; Stewart 2001; Okolo 2008).

Les facteurs épidémiologiques démontrés sont 1’age (probabilité d’apparition plus élevée
entre 40 et 50 ans), le groupe ethnique (femmes noires), le poids (obésité), les antécédents
de grossesse (nulliparité) et 1’historique familial (antécédents) (Rongieres 1999; Okolo
2008).

Les mécanismes d’apparition et de croissance des fibromes ne sont pas complétement
¢lucidés. Il a été démontré que chaque nodule tumoral se développe a partir d’une cellule
unique, méme si le facteur déclenchant la transformation tumoral n’est pas connu (Okolo
2008). Le taux de corrélation de survenue d’une hystérectomie étant plus élevé parmi les
jumelles monozygotes que parmi les jumelles dizygotes, une origine génétique des fibromes a
été suspectée (Christin-Maitre 1999). Les études de clonalité ont démontré le caractére
monoclonal des fibromes. Les aberrations cytogénétiques surviennent secondairement a
I’expansion initiale du clone de cellules tumorales. Cependant ces anomalies ne sont pas
constantes (40 % a 50 % des fibromes) et sont trés hétérogénes. Les hormones (cestrogénes et
progestérone) jouent un réle majeur dans la physiopathologie de la croissance des fibromes,
comme suggeré par diverses observations cliniques : les fibromes sont présents chez des
femmes cyclées, ils régressent apres la meénopause dans un climat d’hypoestrogénie; les
agonistes de la progestérone ou de la GnRH (gonadotrophin-releasing hormone) diminuent la
taille de ces tumeurs. Les effets des hormones pourraient étre soit directs, soit indirects via
certains facteurs de croissance tels que le facteur de croissance épidermique (EGF). Il n’y a

jamais d’évolution cancéreuse de la maladie.
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ii.  Diagnostic, classification, traitement (Stewart 2001; Evans 2007)

Le diagnostic du fibrome utérin est souvent suggéré par la palpation d’un contour utérin
augmenté et irrégulier lors de I’examen pelvien. Une échographie est alors prescrite pour
confirmer le diagnostic et éliminer la possibilit¢ d’un néoplasme ovarien. L’IRM permet de
compléter le bilan en cas de doute diagnostique (fibrosarcome, adénomyose), d’établir une
cartographie précise dans le cas d’un utérus polymyomateux et permet de mesurer la
vascularisation du fibrome, un facteur pronostique.

Prés de 80 a 90% des fibromes sont asymptomatiques et ne doivent faire 1’objet d’aucun
traitement. Les symptomes correspondent principalement a des ménorragies (augmentation de
la durée et de I’abondance des régles), métrorragies (survenue de saignement en dehors de la
période de regles), douleurs pelviennes et compression des organes de voisinage (vessie,
uretére, rectum). Le fibrome utérin peut également étre responsable d’infertilité par

obstruction des trompes ou obstacle a I’implantation.

Un fibrome peut étre unique ou multiple (jusqu’a plusieurs dizaines). La taille est variable,
allant de quelques millimétres a plusieurs dizaines de centimetres. De méme leur poids peut
varier de quelques grammes a plusieurs kilogrammes. Les fibromes sont souvent classifiés
en fonction de leur siege anatomique qui est le premier facteur pronostique. On
distingue, depuis la cavité utérine, les fibromes sous-muqueux, interstitiel ou intramural et

sous sereux (Figure 15).

Submucosal Intramural Subserosal
fibroid fibroid - — fibroid

'nl Fallopian |
tube

Uterus

Figure 15 — Localisation des fibromes utérins (http://www.uptodate.com).
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Les facteurs déterminant le type de thérapie sont la localisation et la taille des fibromes, les
symptomes, 1’age et le désir de grossesse de la patiente (Tableau 6).

Le traitement médicamenteux usuel utilise des agonistes de la progestérone ou de la GnRH.
L’efficacité de ce traitement est le plus souvent transitoire.

La résection chirurgicale est dans la plupart des cas nécessaire pour les
symptomatologies invalidantes. Elle correspond soit a une myomectomie, résection des
seuls fibromes, soit & une hystérectomie totale, selon le nombre, la taille et la position des
tumeurs.

L’embolisation (ou uterin fibroid embolization UFE) peut étre proposée dans certains cas
alternativement a la chirurgie.

En 2004, on estimait aux USA a 200.000 le nombre d’hystérectomies pratiquées pour le
traitement de fibromes utérins. En comparaison, le nombre de procédures d’UFE était compris
entre 13.000 et 14.000 (SIR 2009). La méme année, une étude francaise estimait que 50.000

femmes au total avaient été traitées dans le monde par cette technique (Le Dref 2004).

Patient characteristics Treatment options
Asymptomatic women Observation
Symptomatic women who desire fertility Nonsurgical treatment
preservation or myomectomy
Symptomatic women who do not desire Nonsurgical treatment
future fertility but wish to preserve the or myomectomy,
uterus myolysis, or uterine artery

embolization

Women who desire fertility preservation Myomectomy
and have had a pregnancy complicated
by uterine fibroid tumors

Infertile women with distortion of uterine ~ Myomectomy
cavity

Women with severe symptoms who desire  Hysterectomy
definitive treatment

Tableau 6 — Recommandations pour le traitement des fibromes utérins (Evans 2007).
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1.1.2 Embolisation de fibromes utérins
i.  Principe

La premiere embolisation de fibrome utérin fut réalisée en 1974 par le Dr Jean-Jacques
Merland chez une patiente présentant un fiborome hémorragique non opérable afin de stopper
les saignements qui menagcaient la vie de la patiente (Spies 2005). Les premiers résultats d’une
série de 16 patientes traitées par cette technique n’ont été rapportés que 20 ans plus tard, par
la méme équipe de neuroradiologie (Ravina 1995). L’embolisation a non seulement permis

I’arrét du saignement mais aussi une diminution de la taille des fibromes.

La procédure s’appuie sur la vascularisation préférentielle du fibrome a partir de
P’artére utérine. L’irrigation de 1’utérus est principalement assurée par ’artére utérine,
branche de I’artére iliaque interne (hypogastrique) (Figure 16) (Pelage 1999; Pelage 2000). Le
diamétre physiologique de I’artére utérine peut varier de fagon importante, entre 2 et 5 mm. Il
n’existe habituellement pas de pédicule artériel assurant spécifiquement la vascularisation du
fibrome. L’artére utérine, présentant un calibre augmenté, donne directement naissance a un
réseau périphérique qui entoure le fiborome et envoie lui-méme de petites branches centripétes
vers le centre de la tumeur.

La technique consiste, sous simple anesthésie locale et aprés avoir cathéterisé I’artére
utérine par voie fémorale, a injecter les emboles jusqu’a un point d’arrét ou "end-
point™. Ce point d’arrét angiographique correspond a la disparition de 1’hypervascularisation
du fibrome utérin (Figure 17). Le régime des résistances artérielles est abaissé dans la tumeur,
ce qui explique ’existence d’un flux préférentiel et donc la tendance des emboles, pourtant
injectés en flux libre, a se diriger préférentiellement vers le fibrome plutdt que vers le tissu

sain.
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iliolumbar
common iliac
lateral sacral
internal iliac superior gluteal
. inferior gluteal
external iliac
obturator

Figure 16 — Schémas anatomiques de la vascularisation de 1’utérus (Pelage 1999).
U : utérus, B : vessie, IIA : artere iliaque interne, O : artere ovarienne, UA : artére utérine,
CV : artere cervico-vaginale, IM : branches intra-murales, A : anastomoses entre les arteres

utérines et ovariennes.

Figure 17 — Clichés artériographiques d’une embolisation de fibrome : A) avant et B) apres
occlusion vasculaire (Goodwin 2009).
La pointe de fleche montre le fibrome et sa vascularisation "chevelue" typique. Les fleches

blanches et noires montrent respectivement 1’extrémité des cathéters et microcathéters.
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ii. Résultats

L’ American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) a récemment conclu, avec
un niveau de preuve A, que “UFE is a safe and effective option for appropriately selected
women who wish to retain their uteri” (ACOG 2008). Les chiffres clefs sur les résultats
cliniques de I’'UFE sont rapportés dans de nombreux registres ou revues (Joffre 2004; Lalonde
2005; Spies 2005; Worthington-Kirsch 2005; White 2006; Edwards 2007; Goodwin 2008;
Hehenkamp 2008; Morris 2008) :
e réalisation de la procédure : 98 - 100% ;
e complications majeures (embolie pulmonaire, sepsie, pneumonie ou formation d’une
fistule vésicovaginale) : 5% ;
e amélioration des symptomes : 90% a 1 an, 80% a 4 ans ;
e taux de récurrence : entre 5 et 29%, ce qui semble plus faible qu’aprés une
myomectomie ;
e durée de I'nospitalisation : entre 6 et 48 h aprés la procédure. Les patientes sont aptes a

reprendre le travail aprées une a deux semaines de convalescence.

Les indications, la prise en charge et le suivi des patientes sont clairement établis et la
technique d’embolisation est relativement standardisée.
Les enjeux de I’UFE sont maintenant :
1. D’évaluation de I’impact de la procédure sur la fertilité et I’adoption du traitement pour
les femmes avec désir de grossesse,

2. le traitement des douleurs post-embolisation pour une prise en charge en ambulatoire.
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1.1.3 Douleurs post-embolisation

Des douleurs pelviennes modérées a séveéres de type crampe sont souvent rapportées (Siskin
2002; Worthington-Kirsch 2002; Pron 2003). Ces douleurs se distribuent schématiquement
de maniere biphasique. Durant les premiéres heures (6 a 10 heures), on observe souvent une
premiére phase de douleurs, vraisemblablement dues a la nécrose du (des) fibrome(s) ainsi
qu’a I’eedéme consécutif a I’ischémie au niveau du tissu sain. Des douleurs résiduelles
peuvent ensuite survenir pendant 7 & 10 jours, liées principalement a la nécrose du fibrome.
La diminution des douleurs au cours de cette période tient probablement au développement

d’une circulation utérine collatérale.

Les douleurs liées a I’ischémie et a la nécrose tissulaire sont typiquement liées a un exces de
nociception : les modifications physiologiques induites par 1’occlusion vasculaire entrainent
diminution du seuil d’activation des récepteurs a la douleur (nocicepteurs), activation des
nocicepteurs habituellement silencieux et stimulation prolongée des nocicepteurs par les
molécules localement présentes telles les prostaglandines, la bradykinine et 1’histamine. Les

mécanismes responsables des douleurs post-embolisation sont essentiellement locaux.

Tout comme la survenue des douleurs, leur traitement est en général biphasique.
Différentes approches sont utilisées pour soulager les patientes pendant les premieres heures
suivant 1’embolisation : anesthésie générale, épidurale, pompe a morphine, anti-
inflammatoires, lidocaine intra-artériel ou sédation intraveineuse (Worthington-Kirsch 2002;
Spies 2005). La pompe a morphine contrdlée par la patiente associée a des antiémétiques et
I’administration d’anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) dés la phase pré-opératoire,
parait étre une méthode efficace (Siskin 2002). L’ordonnance de sortie des patientes
comprend habituellement des AINS oraux tel que le kétoproféne ou I’ibuproféne (IBU) ainsi
que des antalgiques en cas de douleur (Siskin 2002). La dose recommandée pour 1’ibuproféne
est de 600-800 mg par prise, 5 a 6 fois par jour. La durée moyenne de prise du traitement est
de 7 jours (Pron 2003).
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1.1.4 Apport d'une bille d’embolisation chargée en ibuproféene

L’administration locale d’un anti-inflammatoire pour la réduction des douleurs post-
embolisation présente un double intérét :
1. une prévention des effets secondaires liés a la prise orale ou a la circulation
systémique de I’ AINS,
2. une libération du principe actif directement au lieu de I’inflammation, 1a ou sont initiés

les mécanismes de la douleur.

L’administration d’anesthésiques directement dans le cathéter avant la séance d’embolisation
semble diminuer les douleurs au cours des 24 premiéres heures aprées la procédure (Keyoung
2001). L’injection d’un mélange de particule et d’une solution de kétoproféne, un autre AINS,

permet de réduire les douleurs pendant les 8 premiéres heures, mais pas au-dela (Pisco 2008).
Le chargement de I’ibuproféne directement dans I’agent d’embolisation permettrait un

controle de la durée et de la dose délivrée au tissu cible pour un effet analgésique

prolongé.
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1.1.5 Ibuproféne
i.  Chimie (BIAM 2005)

L’ibuproféne est un anti-inflammatoire non stéroidien. Sa formule est C;13H;sNO>, son poids
moléculaire est de 206 g/mol et son pKa est autour de 4.4. L'énantiomeére de configuration S
de la molécule possede une activité anti-inflammatoire significativement plus élevée que la

forme R.

OH

Figure 18 — Formule semi-développée de 1’ibuproféne

ii.  Pharmacocinétique (BIAM 2001)

L’ibuprofene est administré par voie orale ou rectale. De rares formulations pour application
locale (creme, gel) ont également été développées.

Aprés administration par voie orale, I'ibuproféne est bien absorbé par le tube digestif et le taux
sanguin maximum est atteint en 1 & 3 h, avec une demi-vie d’environ 2 h. Dans le liquide
synovial, il peut atteindre des concentrations supérieures aux concentrations sériques. La
liaison aux protéines plasmatiques est trés élevée (99% chez le sujet normal) et la diffusion
tissulaire peu intense.

La molécule est métabolisée pour 90% de la dose au niveau hépatique, en 2 composés inactifs
par hydroxylation ou oxydation de la chaine isobutyle. Elle est largement éliminée par les
urines sous forme métabolisée. Une faible fraction est éliminée par les féces. L'élimination est

totale en 24 heures.

ili. Mode d’action

L’action antalgique des AINS est importante quand les douleurs sont dues a un exces de
nociception, comme les douleurs ischémiques, ou les prostaglandines jouent un réle

pathogene (Offermanns 2003). Les AINS ont en effet la propriété d’inhiber les enzymes
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cyclo-oxygénases (COX) responsables de la production des prostaglandines (PGD2, PGE2,
PGF2a, prostacycline, Thromboxane A2) (BIAM 2001; Lullmann 2003). La diminution de la
synthése des prostaglandines par les AINS provoque : 1) une diminution de la sensibilisation
et de la stimulation des nocicepteurs (effet direct), 2) une diminution de la synthese des autres
médiateurs pro-inflammatoires de la douleur (bradykinine, histamine, sérotonine) (effet
indirect) et 3) une inhibition de 1’augmentation de la perméabilité capillaire et de la migration
leucocytaire, induisant une diminution de la vasodilatation, de I’cedéme et finalement de la
douleur. Les mécanismes d’action du médicament sont donc essentiellement locaux,
contrairement aux analgésiques opiacés (pompe a morphine) inhibant la transmission du

message nociceptif au niveau du systéme nerveux central (Lullmann 2003).

L’ibuproféne agit sur les 2 isoformes des COX ce qui explique a la fois ses effets
thérapeutiques et ses effets secondaires. Les effets indésirables sont généralement dose-
dépendants. IlIs sont liés a I’inhibition de la synthése des prostaglandines dont certaines ont un
role protecteur de I’estomac et des reins (BIAM 2005). Ainsi les principaux effets indésirables
des AINS sont des douleurs épigastriques et une insuffisance rénale. Certains rares cas
d’hypersensibilit¢ a I’ibuproféne ont été rapportés et il est déconseillé d’absorber cette

molécule si le patient présente des antécédents d’hypersensibilité a 1’aspirine.
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1.2 Libération tissulaire dans un modele expérimental d’'utérus sain

Article n°1 : Infrared microspectroscopy analysis of Ibuprofen release from drug eluting
beads in uterine tissue. J. Namur, M. Wassef, J.P. Pelage, A. Lewis, M. Manfait, A. Laurent.
J Control Release 2009; 135 (3): 198-202.

1.2.1 Travaux antérieurs sur la chimiospheére d’ibuproféne

Deux études ont eté menees préalablement par 1I’équipe de Laurent et al. sur les billes
chargées en ibuproféne (IBU-BB). Une premiére étude sur leur cinétique d’élution in vitro a
suggére que les IBU-BB libérent la quasi-totalité de leur contenu méedicamenteux en quelques
heures (Figure 19A) (Borovac 2006). Une seconde étude a montré a 1’aide d’un anticorps anti-
IBU, que le médicament était toujours présent dans la bille une semaine aprés embolisation
(Figure 19B), suggerant que la libération de I’AINS peut étre prolongée in vivo par rapport
aux prédictions du modeéle in vitro (Wassef 2008). La méme étude a montré que les billes

IBU-BB sont associées a une diminution locale de la réaction a corps étranger a une semaine.
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Figure 19 — Principaux résultats des études antérieures sur les IBU-BB.
A) Pourcentages cumulatifs de libération d’ibuproféne par des IBU-BB in vitro dans trois
appareils de dissolution (Borovac 2006). B) Photographies de coupes de bille marquées par un
anticorps anti-1IBU et montrant des IBU-BB a t=0 (a) ou 1 semaine (b) et des billes contrdle
non chargées aux mémes délais (c et d).
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1.2.2 Objectif

Notre travail avait un double objectif. Il s’agissait tout d’abord d’apporter la preuve
jusqu’alors incertaine d’une libération prolongée du médicament in vivo en quantifiant le
médicament dans la bille a différents temps aprés implantation. Cette étude devait également
permettre de valider I’utilisation de la microspectroscopie infrarouge pour un vecteur de

chimioembolisation chargé avec une substance non toxique.

1.2.3 Matériel et méthodes

L’embolisation bilatérale des artéres utérines a été réalisée chez douze brebis avec des
microsphéres chargées en ibuproféne (IBU-BB, chargement 485 mM, 6 animaux) ou des
microspheéres contr6le non chargées (BB, salin, 6 animaux). Les animaux ont été sacrifiés 24
heures ou 1 semaine aprés embolisation. Des coupes fines de prélévements utérins congelés
ont été effectuées et analysées par microspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR-MS). Sur les images infrarouges enregistrées, nous avons récupéré des spectres au
niveau des billes et au niveau du tissu autour des billes, puis mesuré 1’absorbance sur les pics
caractéristiques du médicament. Enfin la concentration d’ibuproféne a été calculée a partir
d’une courbe-étalon établie avec des billes chargées avec des concentrations connues

d’ibuprofene.

1.2.4 Résultats

Le signal infrarouge de I’ibuproféne est détecté in vitro dans les billes chargeées a 485, 48.5 et
4.85 mM. La corrélation entre 1’absorbance et la concentration de chargement est élevée sur le
pic & 1512 cm™ correspondant & la vibration des liaisons C-C du noyau aromatique
(coefficient de corrélation de Spearman Rho = 0.949, p < 0.0001).

La concentration & I’intérieur des billes est de 18.6 mM a 24 heures et 4.9 mM a 1 semaine.
La concentration de médicament au niveau de la paroi vasculaire est de 8 mM a 24 heures et

n’est pas detectable a une semaine.
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Control IBU-BB IBU-BB IBU-BB IBU-BB
A. BB 0.485mM 4.85mM 48.5mM 485mM

Figure 20 — Images infrarouges de IBU-BB sur un pic spécifique de I’ibuproféne (1512 cm™).
A) IBU-BB chargées a différentes concentrations de médicament in vitro ; B) coupe de tissu

montrant 3 IBU-BB dans un vaisseau, 24 h apres embolisation (graphical abstract de 1’article)

1.2.5 Conclusions

L’utilisation de la FTIR-MS pour la quantification du médicament dans la bille in situ est
faisable. Les IBU-BB libérent leur contenu d’anti-inflammatoire sur une période d’au moins
une semaine. L’élution est biphasique, avec une libération massive dans les premicres 24
heures, puis une libération d’une dose plus faible, probablement active, sur les jours suivant.
La persistance des effets anti-inflammatoires des IBU-BB a une semaine démontrée par
I’étude immunohistochimique, peut étre expliquée par la premiére phase ou la deuxiéme

phase de libération ou plus probablement par une combinaison des deux.
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1.2.6 Perspectives pour les chimiospheres ibuproféene

La FTIR-MS, avec une sensibilit¢ mesurée d’environ 5 mM, convient parfaitement pour la
quantification de I’IBU dans la bille, chargée a des concentrations 100 fois plus élevées. Il
semble tout a fait pertinent d’appliquer la technique a d’autres types de vecteur ou
principe actif.

La méthode n’est probablement pas la plus adaptée pour une quantification tissulaire de
I’ibuproféne, dont les concentrations actives sont autour de 10° M.

Des essais de faisabilité ont été menés en microspectroscopie Raman sur les billes chargées en
ibuproféne. La technique a démontré les mémes performances que 1’infrarouge en termes de
limite de quantification et de linéarité, mais pour des temps d’acquisition 5 a 6 fois plus longs.

Aussi la méthode n’a pas été retenue pour ce couple bille / principe actif.

Cette étude a montré la faisabilité de la technique de microspectroscopie infrarouge pour
quantifier le médicament. Il nous faut maintenant caractériser et valider la méthode pour
une utilisation en routine. Les étapes d’acquisition et de traitement des données ont été
optimisées au cours de ce travail. Les résolutions spatiales et spectrales, modes de
normalisation, méthodes de mesures d’intensités ou décompositions spectrales donnant la
meilleure sensibilité ont également été établies. La linéarité (points de la gamme de
calibration) et les limites de détection / quantification doivent étre déterminées de facon plus
précise.

L’étape suivante, d’un point de vue médical, consiste a démontrer que les propriétés d’élution
des billes permettent une diminution de ces douleurs chez les patientes. Suite a notre travail,
une étude clinique multicentrique a éteé lancée sur une vingtaine de patients pour vérifier

I’efficacité du produit. Les résultats sont attendus prochainement.
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Abstract

Ibuprofen loaded embolization beads (IBU-BB) have been developed to reduce inflammation
and pain following uterine artery embolization for the treatment of uterine fibroids. The
present work has investigated the elution properties of IBU-BB in situ after embolization with
Fourier Transform Infrared Microspectroscopy (FTIRMS). Twelve sheep underwent uterine
artery embolization with IBU-BB (485 mM) or control unloaded beads. IBU concentration
was determined inside the beads and in the tissue surrounding the beads using FTIRMS of
uterine tissue sections sampled 24 hours or 1 week after embolization.

After 24 hours, IBU concentration inside the bead was only 18.6 mM out of the 485 mM
initially loaded (p<0.0001, univariate sign test). The concentration in the tissue around the
beads was 8 mM, which is well above the in vitro therapeutic levels (6 pM). After one week
the concentration of IBU had decreased to 4.9 mM in the beads (p=0.0502, Mann Whitney)
and no IBU was detected in the surrounding tissue.

This work has demonstrated that IBU-BB can provide a sustained release of the anti-
inflammatory drug over at least one week. The in vivo elution properties of IBU-BB may be
suitable to alleviate pain and inflammation after embolization.

Keywords
drug eluting beads; Ibuprofen; embolization; in vivo drug release; infrared microspectroscopy
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1. Introduction

Bead Block™ (BB) (Biocompatibles UK Ltd, Farnham, UK) is a polyvinyl alcohol based
calibrated microsphere which has been FDA cleared for the embolization of hypervascular
tumors such as uterine fibroid. To reduce the pain which is experienced by 92% of patients
after fibroid embolization [1], the loading of BB with the anti-inflammatory drug lbuprofen
(IBU-BB) has been proposed [2]. IBU-BB could potentially: 1° reduce the systemic and
gastric exposure to the drug, hence reduce dose-related side effects (gastric erosion,
thrombasthenia or thrombocytopenia), 2° increase the local concentration of drug directly at
the site of the lesion, and 3° provide a controlled delivery of IBU over an appropriate period
of time.

Two studies have partially demonstrated that IBU-BB have the above mentioned benefits [3,
4]. Borovac et al. have demonstrated that a reduction of 1BU plasma level is achieved after
embolization with IBU-BB, when compared to a standard intra arterial administration. In
addition, Borovac et al. showed in an in vitro model that IBU-BB provides a sustained release
of the drug over a 24 hour period [3]. Wassef et al. have noted that, in vivo, the release of IBU
may extend to several days as supported by the significant decrease of inflammatory cells
around IBU-BB one week after embolization in a sheep uterus model [4].

Two matters have not been inquired yet. First, the sustained release of IBU evidenced in vitro
has to be thoroughly demonstrated in vivo after embolization, through the quantification of the
drug still present within the microsphere at different time points. Secondly, it has to be proven
that IBU-BB does deliver high levels of the drug to the tissue surrounding the microsphere.

In order to quantify IBU both in the bead and in the surrounding tissue, we propose Fourier
transform infrared microspectroscopy (FTIRMS). The technique is based on the coupling of a
microscope with an IR spectrometer [5]. When a sample is irradiated with a beam of infrared
light, peaks of absorbance, corresponding to the absorption of incident light by the molecules,
appear at specific wavelengths characteristic for the sample. By coupling a microscope to the
spectrometer, an IR image can be obtained and the drug distribution inside the sample can be
visualized. FTIRMS has been already used to assess IBU concentration and repartition in drug
formulations in vitro [6, 7]. Vibrational microspectroscopies have also been successfully
applied ex vivo to track different drugs in tissue specimen [8-10].

The present work aimed to determine whether IBU-BB can provide a sustained release in vivo
with the presence of a therapeutic amount of the drug in the tissue around the beads. To this
aim, we have applied FTIRMS to histological sections of uterine tissue embolized with IBU-
BB and sampled one day or one week after embolization. Our objective was to determine the
amount of IBU still retained inside the beads and in the tissue around the beads at two time
points.
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2. Material and Methods
2.1. 1BU-BB manufacturing

BB (Bead Block™ calibrated 500-700 pum) were loaded with IBU according to a validated
proprietary process (Biocompatibles UK Ltd, Farnham, UK). Briefly, lyophilized beads were
placed for 1 hour in an ethanol/ibuprofen solution. Then, the excess solution was removed and
the beads were dried overnight in a vacuum oven (4545 °C). The beads were then rehydrated
with demineralized water and steam sterilised by autoclaving at 121°C for 15 minutes. The
amount of drug loaded inside the beads was verified in a subset of beads by complete elution
and quantification of the drug in the release medium with a UV—Visible spectrophotometer

[3].

2.2. IBU-BB characterization with FTIRMS

2.2.1. Sample preparation

For the in vitro calibration of FTIRMS, four doses of IBU-BB and a control unloaded BB
were used as references. Concentration of IBU in the beads was 0.485 / 4.85/48.5 / 485 mM.
The beads were embedded in medium for cryosection (OCT TissueTek®, Sakura) and snap-
frozen. Ten micron-thick sections were cut and deposited on a Zinc Selenide slide (Crystal
GmBh, Berlin, Germany) suitable for IR transmission analysis. ZnSe slides were kept frozen
at -20°C before IR microspectroscopy.

A potassium bromide (KBr) pellet containing 1% w/w IBU (lIbuprofen, Sigma Aldrich, Lyon,
France) was prepared and used to obtain a reference spectrum of the drug.

2.2.2. FTIRMS procedure

IBU-BB sections were analyzed with a Spectrum Spotlight 300 Fourier transform infrared
imaging system (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) using the “image” mode of the
instrument. A frame was defined around each microsphere and a visible image of the sample
was collected. Before capturing the IR image of the sample, a reference spectrum was
collected for each pixel of the detector on the ZnSe window. An IR image was then produced
using a liquid nitrogen cooled 16-pixel mercury cadmium telluride (MCT-A) line detector at a
25 pm/pixel spatial resolution. An absorbance spectrum was recorded in the transmission
mode for each pixel of the defined area. All spectra were recorded in the mid-IR region
(4000-650 cm™) at 32 scans/pixel with a 4 cm™ spectral resolution. These conditions allowed
good quality spectra with reasonable acquisition time (90 min to map a 1x1 mm? surface). A
total of 47 beads were imaged with FTIRMS.

FTIR images were processed with Spotlight 1.0.0 (Perkin Elmer) and Opus 5.5 (Bruker Optik
GmBH, Germany) softwares. Twelve spectra homogeneously distributed over the bead were
extracted from the FTIR image and averaged to calculate the mean spectrum of each bead.
The processing of the extracted spectra was adapted from protocols developed in our
laboratory [11, 12] and included smoothing, cutting between 1900-800 cm™, baseline
correction, normalization to correct for possible slight differences in section thickness and
allow quantitative assessments and finally subtraction of the mean spectrum of unloaded
beads.

The spectra of the reference products, such as IBU, were recorded using the ‘‘point’ mode of
the apparatus with an aperture of 100x100 um? and with acquisition parameters similar to
those of the ‘‘image’” mode.
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2.2.3. Absorbance — IBU concentration calibration curve

The spectra of IBU-BB and control BB were compared statistically at each wavenumber to
determine which spectral ranges were the most discriminative between IBU-BB and BB. The
p value was calculated at each wavenumber with a Mann-Whitney non parametric test
(Matlab 7.2, The MatWorks Inc., Natich, MA USA) [11, 13, 14]. The spectral regions where
p value is statistically significant (p<0.05) correspond to the discriminative zones between
IBU-BB and control BB.

The absorbance (A) was evaluated in each discriminative spectral range by measuring the area
of the peak of interest. A was statistically compared between control unloaded BB and each
dose of IBU-BB to determine the lowest limit of quantification (LLOQ). A at LLOQ should
be at least 5 times the response compared to control BB. A was then correlated to IBU
concentration using a linear regression model to obtain a calibration curve for drug
quantification. Linearity was determined by Spearman correlation coefficient Rho. The
accuracy was calculated with 3 samples of known concentration of IBU at 2 different doses of
IBU-BB (485mM and 48.5mM). The repeatability was assessed on 3 beads at 1 dose of IBU-
BB (48.5mM). Criterion for accuracy and repeatability was a relative standard deviation
(RSD) inferior to 15% as recommended in FDA guidance.

2.3. IBU guantification in IBU-BB and uterine tissue

2.3.1. Embolization and sample preparation
Tissue specimens were obtained from a former study of uterine artery embolization in sheep

[4].

Briefly, bilateral uterine artery embolization was performed in 12 Pre-Alpes ewes with 1BU-
BB loaded at 485 mM IBU or control unloaded BB (6 animals in each group). The uterine
artery was catheterized via the common femoral artery and the contralateral internal iliac
artery.

A volume of 1mL of microspheres (BB or IBU-BB) was suspended in a 50/50 mixture of
contrast medium (Visipaque 270, Amersham) and saline at a dilution of 1/10, then injected
slowly in the uterine artery under fluoroscopic control. Embolization was considered
complete when 0.5mL of beads was delivered in each uterine artery. One day or one week
after the procedure, sheep were euthanized according to veterinary regulatory rules (6 animals
at each time point).

Uteri samples were snap-frozen in OCT and kept at -80°C. At the time of analysis, 10 um
thick sections of tissues were cut from frozen blocks and laid on ZnSe slide.

2.3.2. IR microspectroscopy and data processing

On the tissue section, an IR image of each vessel occluded by a bead was performed using the
same acquisition parameters as for the in vitro characterization.

Spectra localized inside the bead or in the surrounding tissue were extracted from the IR
image. In the beads, 12 spectra homogeneously distributed were extracted. In the tissue, 8
spectra were extracted around each bead, 4 spectra in the vessel wall and 4 spectra at a
distance of 100 um from the vessel. Spectra were averaged, cut, baseline corrected,
normalized and subtracted according to the same protocol as in vitro.

2.3.3. IBU quantification

After spectra treatment, A was evaluated on the discriminative zones of the spectra. The
concentration of IBU in the bead and in the tissue was calculated using the calibration curve
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established previously. Drug concentration was then compared between time points using
non-parametric tests (Statview SAS 5.0, SAS Institute, Cary, NC USA).

3. Results
3.1. IBU-BB characterization with FTIRMS

Figure 1 shows the infrared spectra of IBU-BB, IBU and BB, and Table 1 shows the
assignement of infrared bands to chemical bond vibrations [15, 16].

Absorbance (au)

45

1096

(c)
1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm!)

A}

Figure 1

FTIR spectra of IBU- BB loaded with 485 mM (a), IBU in KBr pellet (b) and control BB (c).

The spectrum of IBU-BB showed infrared peaks of IBU (1708, 1512, 1452 and 1230 cm™) and BB (1745 and
1096 cm™)

Table 1
Main infrared absorption band for IBU-BB 485 mM.

in IBU

-1 .
v (cm™) or BB Assignment
1745 BB C=0 stretching (COOH)
1708 IBU C=0 stretching (COOH)
1512 IBU C-C ring vibration
1452 IBU C-H asymmetric bending (CHs)

and C-H scissoring (CH,)

1268 C-O stretching (COOH
1230 - 1BU O SHEING (SO0
1184 g

1144
BB C-O stretching (secondary alcohol)

1096 and O-H bending
1044
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The spectra of IBU-BB and control BB were statistically differentiated in several spectral
ranges corresponding to IBU absorbance peaks for doses of IBU between 4.85 and 485 mM.
For the dose of IBU 0.485 mM, the spectra of IBU-BB and BB could not be differentiated on
any band corresponding to the drug.

For the measurement of A, the three bands discriminative between IBU-BB 4.85 mM and BB
were used. They were situated at 1708, 1512 and 1462 cm™ wavenumbers (Figure 2).

=]
=]
(=]
[l
I

D.D?'-..____ _______ b o = o e = = o= == = == _——

o J IBU
207 4 spectrum|

0 1 1 | 1
SO 170 4 1517 THIETRS B 1040
1500 1708 1512 | 1452 1400 1300 1200

Wavenumber (cm™)
Figure 2
Plot of the Mann Whitney p value comparing the spectra of IBU-BB 4.85 mM and BB as a function of the
wavenumber.
Significant differences (p<0.05) were observed in 3 spectral regions (greyed areas). These 3 regions all
corresponded to peaks present in IBU spectrum (Table 1) : 1708, 1512 and 1452 cm™.

A was measured on these three IBU bands and compared statistically between control BB and
each dose of IBU-BB (Table 2). On the peak at 1512 cm™, A was significantly higher in IBU-
BB than control BB for IBU-BB doses of 4.85 mM, 48.5 mM and 485 mM (p<0.05,
univariate sign test, reference value=0) and was not statistically different for IBU dose 0.485
mM. On the two other peaks at 1708 and 1462 cm™, A was statistically higher in IBU-BB
loaded with 48.5 and 485 mM only, and was not different for lower doses.
The peak at 1512 cm™ was therefore considered as the most discriminative and was used for
the quantification of the drug (Figure 3). The lowest limit of quantification (LLOQ) of IBU
with FTIRMS was defined to be 4.85 mM in the dose range. A at this concentration was 5
times A for control BB. Correlation between A and drug concentration on this peak was high
(Spearman correlation coefficient Rho = 0.949, p<.0001). A was related to the concentration
of IBU via the regression line equation:

A (a.u.) = 5.6x10™ x (IBU concentration) (mM) + 1.46x10° @)
RSD accuracy was 14.4% and 13.5% for IBU-BB 485mM and 48.5mM respectively. RSD
repeatability was 13.8% for IBU-BB 48.5mM.
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Table 2
Absorbance measured on the 3 peaks of IBU for the different doses of IBU-BB (mean + standard deviation). * :

value statistically different from control BB (p<0.05, Mann Whitney).
IBU signal could be detected down to a concentration of 4.85 mM on the peak at 1512 cm™ or down to a

concentration of 48.5 mM on the peaks at 1708 and 1452 cm™,

IBU n beads A (au) A (au) A (au)
concentration 1708 cm™* 1512 cm™ 1452 cm™
0mM (BB) 9 0.007 £ 0.008 0.0006 + 0.001 0.023 £ 0.029
0.485mM 10 0.005 £ 0.006 0.000 = 0.000 0.013£0.031
4.85mM 10 0.004 £ 0.007 0.003 £0.003 * 0.045+0.074
48.5mM 9 0.035£0.017 * 0.031 £0.009 * 0.133 £0.029 *
485mM 9 0.703£0.130 * 0.274 £0.017 * 0.396 £ 0.042 *

<LLOQ

T
=3

o
<]

(AL ) LOT RIUDOU0D (€] ]

Figure 3
Control BB and IBU-BB at different doses of drug: visible image (left) and FTIR image at 1512 cm™ (right).

Scale bar: 100 pm.
IBU could be visualized in IBU-BB loaded with 485 mM, 48.5 mM and 4.85 mM of drug.

3.2. 1BU guantification in IBU-BB and uterine tissue

3.2.1 IBU quantification in IBU-BB in uterus (Figure 4 and 5)

A total of 50 beads from 27 uteri samples were imaged with FTIRMS. After spectral
treatment, A was measured on the peak at 1512 cm™ and the concentration of drug inside the
bead was calculated with the equation derived from (1) :
(IBU concentration) (mM) = (A (a.u.) — 1.46x10°) / 5.6x10* (2)

At day 1, the mean concentration of IBU inside IBU-BB was 18.6x17.0 mM (n=17,
median=9.52 mM). After 1 week, the mean concentration of IBU in the beads decreased down
to 4.9+3.1 mM (n=10, median=5.9 mM), but it did not reach statistical significance
(p=0.0502, Mann Whitney). At both time points, the concentration of drug inside IBU-BB
was statistically lower than initially loaded (univariate sign test, reference value 485 mM).
IBU was never detected in control BB at any time point.
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3.2.2. IBU quantification in uterine tissue around IBU-BB (Figure 4 and 6)

On the same IR images, the amounts of drug present in the vessel wall of occluded arteries
and at a 100 um distance from the artery were also determined.

At day 1, IBU could be detected in the vessel wall (p<0.0001, univariate sign test, reference
value 0) at a concentration of 8.8+4.8 mM (n=16, median=10.5 mM), but was not detected
100 pm from the occluded artery.

At week 1, IBU concentration was below LLOQ all around the beads both in the arterial wall
and at distance from the occluded vessels.

IBU signal was absent from BB embolized tissues.

(JA] M) LIOT] BIUD U0 [ ]

Figure 4
Uterine tissue section embolized with IBU-BB 485 mM and sampled at day 1: visible image (top) and FTIR

image at 1512 cm™ (bottom). Scale bar: 200 pm.
The vessel contains 3 beads (stars). IBU could be visualized in one bead and in the vessel wall.
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Figure 5

IBU concentration in IBU-BB in uterus at day 1 and week 1. At both time points, IBU concentration is
statistically lower than initially loaded (stars). IBU concentration inside IBU-BB was not different between the
two time points.

IBU concentration (mM) (log)

1000+ :
100 3
107 = 3
8.8 mM .
: +48
1m=16 med=10.5)
<LLOQ <LLOQ <LLOQ
1
Vessel wall 100um ' Vessel wall 100um
Dayv1 Week 1

Figure 6

IBU concentration in tissue around IBU-BB in the vessel wall and at a 100 um distance from the vessel at day 1
and week 1. At day 1 IBU could be detected in the vessel wall and could not be detected at distance from the
vessel. At week 1, IBU could not be detected.
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4. Discussion

4.1. Use of Fourier transform infrared microspectroscopy

Several techniques have been described in the study of IBU in biological specimens,
including HPLC/electrophoresis of tissue homogenates, autoradiography with radiolabelled
drug and immunohistochemistry. HPLC [17, 18] or electrophoresis techniques [19] coupled to
UV-Visible detection both allow the quantification of IBU in tissular samples but require
tissue homogenization which prevents any assessment of drug distribution. Microdialysis has
been reported alternatively to tissue homogenization yet the procedure is very complex to set
up and gives drug concentration at probe site only [20]. IBU radiolabeling coupled with
autoradiography [21] allows IBU mapping on histology sections but the technique is not
quantitative. Wassef et al. recently used an anti-IBU antibody to assess concentration and
distribution of the drug on histology slides, after IBU-BB embolization [4]. They
demonstrated that the drug was still present inside the microsphere at one week and three
weeks after embolization and that the IBU labelling decreased over this period of time. The
concentration of IBU could however not be determined. Furthermore, the method could not be
applied to the tissue around the implant because of high unspecific background interference.

In the present study, we have demonstrated that Fourier transform infrared
microspectroscopy, contrary to other techniques, allows the assessment of IBU concentration
and IBU distribution at once, both inside the drug eluting bead and in the surrounding tissue.
Although the lowest limit of quantification is much lower for HPLC or electrophoresis
(micromolar) than for FTIRMS (millimolar), this level of sensitivity is satisfactory
considering the high amount of drug which is initially loaded inside the bead. Hence,
FTIRMS could potentially be applied for the quantification of any other drug loaded in the
same range of concentration in the bead. Future studies of FTIRMS would require a higher
level of validation, particularly regarding the definition of calibration points.

4.2. Controlled release with IBU-BB

In vitro, IBU-BB has been shown to deliver a large amount of the loaded drug within the first
hours of testing [3]. These authors have also postulated that, beyond these first hours the
remaining drug may be released slowly from the bead.

Our in vivo data confirm that IBU is eluted in two phases with a delivery that covers at least a
one week period after embolization. The most important release stands within the first 24
hours, as evidenced by the low concentration of IBU inside the bead at one day compared to
the initial loaded dose. Secondarily, IBU-BB elutes locally a low amount of drug, over at least
a one week period, as demonstrated by the decrease of IBU concentration inside the bead over
this period.

Wassef et al. have demonstrated that the anti-inflammatory effects of IBU-BB extend over
one week, since a significant decrease of all the inflammatory cells present around IBU-BB
was observed at this time point [4]. Our findings, when taken together with Wassef’s data,
suggest that an initial burst release of IBU lead to high tissue concentration of the drug which
is maintained over one week. This hypothesis is however challenged by the fact that we have
found low concentrations of IBU around the bead compared to the high amount of drug eluted
within the first 24 hours. Thus, the IBU concentration is twice as low in the vessel wall than
inside the bead, and the drug was not detected at a 100 pum distance from the occluded artery.

-102 -



J. Namur. Travaux personnels, Ch. 1 : Chimiosphére d’ibuproféne

These results show that there is no accumulation of IBU in the surrounding tissue and suggest
that the drug is rapidly eliminated after its delivery.

In fact, the tissular therapeutic dose of IBU might be much lower than the total dose
administered and the small amount of the drug that is eluted locally during the first week is
sufficient to induce significant anti-inflammatory effect. Accordingly, different reports show
that low IBU concentrations of 6-10 pM can inhibit COX2 activity, the main
pharmacological target of non steroidal anti-inflammatory drugs such as IBU [22, 23]. These
therapeutic levels are indeed 2000 times lower that the concentration still retained inside the
bead at 24 hours, suggesting that IBU-BB can still retain anti-inflammatory effects beyond
this time point.

To conclude, we have been able to determine the elution properties of the drug eluting bead
IBU-BB in vivo after embolization. In the first 24 hours, IBU-BB releases rapidly a high dose
of IBU which may give high tissue concentrations of drug. Up to one week after the
embolization, IBU-BB can slowly release IBU at a dose which is low but sufficient to
maintain anti-inflammatory effects.

Clinical trials are required to confirm that the elution properties of IBU-BB are appropriately
adapted for alleviating pain classically reported by patients after uterine fibroid embolization.
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Points clefs sur I’étude de la chimiosphére d’ibuproféne

Microspectroscopie

La FTIR-MS peut étre utilisée pour déterminer la quantité d’ibuproféne dans un
vecteur de chimioembolisation aprés implantation. La technique doit permettre 1’étude
d’autres médicaments et d’autres vecteurs.

La FTIR-MS ne permet pas de détecter l’ibuproféne dans les tissus a des
concentrations biologiquement actives. Une approche de dosage point par point avec

microprélévement pourrait étre envisageée.

Chimiosphere

Les IBU-BB délivrent in vivo leur anti-inflammatoire en 2 phases : 1) une libération
rapide et importante de 95 % de la dose chargée en 24 heures et 2) une libération lente
et ténue de 3% de la dose en une semaine.

La cinétique de libération de I’anti-inflammatoire par les IBU-BB suit la méme
séquence que la survenue des douleurs post-embolisation et couvre la période
habituelle du traitement analgésique.

Les doses d’ibuproféne éluées par la chimiosphere permettent une diminution
significative de la réaction inflammatoire locale a une semaine (Wassef 2008).

Il doit maintenant étre démontré que les propriétés de vectorisation des IBU-BB

conduisent a une efficacité clinique (étude en cours).
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Tableau 7 — Données cliniques sur les tumeurs hépatiques et la chimioembolisation.

CHC : carcinome hépatocellulaire, CCR : cancer colorectal

Tumeurs primitives (CHC)

Tumeurs secondaires

Incidence hommes : 14.2 p. 100.000 par an e 30270 % des patients décédés d’un cancer.
femmes : 6.0 p. 100.000 par an
Etiologie sur foie cirrhotique (HVB, HVC, alcool) e rarement sur foie cirrhotique
dans 90% cas e cancers colorectaux, du sein, du poumon
Pronostic survie a 5 ans aux USA : 11% e survie médiane (CCR) : 16 mois

2"*™ plus faible aprés cancer du pancréas

Traitements

curatifs : chirurgie (transplantation,
résection), ablation percutanée

palliatifs : chimioembolisation, sorafénib

curatifs : chirurgie (résection)
palliatifs : chimiothérapie,

chimioembolisation, ablation percutanée

Indications de la

chimioembolisation

palliatif : tumeurs non opérables, stade
intermédiaire ou avancé, pas d’invasion
portale, fonction hépatique normale
(néo-)adjuvant : en préopératoire pour
réduction de la taille / nombre / vascularité
des tumeurs

investigation

palliatif : invasion extra-hépatique,

récurrence postopeératoire

(néo-)adjuvant : en préopératoire pour
réduction de la taille / nombre / vascularité
des tumeurs

investigation

Résultats de la

chimioembolisation

réponse objective médiane (WHO) : 38 %
nécrose tumorale compléte : 44 %

surviea 2 ans: 24 a 63 %

survie médiane (CCR) : 7.7 a 14 mois
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2.1 Contexte médical : les tumeurs hépatiques

2.1.1 Le foie

i.  Structures hépatigues (Worobetz 1997)

Le foie est situé sous le diaphragme et traverse la cavité abdominale sur toute sa largeur. Le
foie est I’organe le plus volumineux de 1’organisme. Chez ’adulte sain, il pése entre 1400 et
1600 g, plus 800 a 900 g de sang. Il mesure en moyenne 28 cm dans le sens transversal, 16 cm
de haut et 8 cm d'epaisseur.

Sur le plan anatomique, le foie est forme de deux lobes principaux, le droit et le gauche, et de
deux petits lobes, le lobe caude, situé a la face postérieure, et le lobe carre, situé a la face

inférieure. La vésicule biliaire est située au niveau du lobe droit.

Le lobule hépatique est 1’unité anatomique du foie. Il se présente comme une structure
hexagonale, centrée par une veine centrolobulaire et limitée en périphérie par une ligne
imaginaire joignant plusieurs espaces portes voisins (Figures 21 et 22). Le diamétre moyen

d’un lobule hépatique chez I’homme est d’environ 1 mm.

L’organisation vasculaire du foie détermine son fonctionnement. L’acinus de Rappaport,
défini d’apres les données hémodynamiques, constitue 1’unité fonctionnelle du foie (Figure
21). Cette structure triangulaire est formée a sa base par une ligne virtuelle réunissant deux
veines centrolobulaires, a son sommet par un espace porte, et centrée par le canal biliaire.
Trois zones y sont délimitées, rendant compte des différences morphologiques et
fonctionnelles des hépatocytes au sein du parenchyme : périportale ou afférente (zone 1),

médiolobulaire ou intermédiaire (zone 2), et centrolobulaire ou efférente (zone 3).
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Lobule hépatigue

Acinus hépatigue

.,
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(&) hépatocyte
O veine centro-lobulaire
& branche de laveine porte

@ branche de l'artére hépatique
® canal biliaire

D espace porte

Figure 21 — A) Schémas du lobule hépatique classique, unité anatomique du foie. B) Schéma

de I’acinus de Rappaport, unité fonctionnelle du foie (d’apres (Deugnier 2005)).

Figure 22 — Photographie d’une coupe histologique de foie de porc montrant un lobule
hépatique (coloration HES, échelle 200um).
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ii.  Vascularisation hépatigue

Le foie est le seul organe, avec les poumons, a recevoir un apport sanguin double.

La veine porte hépatique amene du sang veineux en provenance du petit et du gros intestin
(veines mésentériques supérieure et inferieure), de la rate et du pancréas (veine splénique) et
de I’estomac (veine gastrique), riche en nutriments. Elle apporte les 3/4 du volume sanguin
hépatique.

L’artére hépatique, issue du tronc ceeliaque, ameéne du sang oxygéné directement du cceur.
L’ensemble veine porte — artere hépatique constitue, avec le canal cholédoque, le pédicule
hépatique. La ramification pédiculaire aboutit aux espaces portes constitués d’une branche de
I’artére hépatique, d’une branche de la veine porte et d’un ou deux canaux biliaires (Figure
23). Le sang passe de l’espace porte a la veine centrolobulaire au sein du parenchyme
hépatique par les sinusoides, capillaires hépatiques dans lesquels se déversent les branches de
division de I’artére hépatique et de la veine porte. Les sinusoides, longeant les travées
hépatiques monocellulaires, se déversent dans une veine centrolobulaire qui conduit ensuite le

sang vers les veines sus-hépatiques puis dans la veine cave inférieure.

Coupe transversale d’un lobule du foie

Cellule de Kupffer
Conduit cholédoque \ g
Artére hépati P
rtere hépa Kﬁec&,‘/ Cann Y/

Veine porte

Conduit cholédoque Hépatocyte
Rameau de la
veine porte
Rameau de LT
I'artére hépatique W

Hépatocytes

Schéma d’une section d’un lobule du foie

Vers les veines hépatiques
Figure 23 — Schéma du lobule hépatique et de son organisation vasculaire.
(http://erpi.com/elm/10433.8855873905537647460.pdf)
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La double vascularisation hépatique a 2 conséquences en thérapeutique :

les substances absorbées par la muqueuse intestinale traversent obligatoirement le
parenchyme hépatique avant de se distribuer dans le reste de I'organisme via la veine
porte. Au cours de ce “"premier passage hépatique”, les médicaments ayant un
métabolisme au niveau du foie seront partiellement inactives, réduisant la fenétre
thérapeutique. Pour garantir une efficacité, d’autres voies d’administration peuvent
alors étre envisagées : voie parentérale, voie percutanée, soit encore la voie rectale ou
sublinguale, la molécule absorbée gagnant alors la circulation générale respectivement
par la veine cave inférieure et supérieure et echappant ainsi au premier passage
hépatique.

les tumeurs primaires ou secondaires du foie recoivent I’essentiel de leur apport
sanguin par P’artére hépatique, et non pas par la veine porte comme le tissu
hépatique sain. Cette particularité est exploitée dans plusieurs approches
thérapeutiques : infusion d’antinéoplasique dans [D’artére hépatique et

chimioembolisation intra-artérielle.
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2.1.2 Tumeurs hépatiques

Les tumeurs du foie peuvent étre classées en affections bénignes et malignes, les tumeurs
malignes étant primitives ou des métastases de cancers primitifs situés dans un autre organe.
En Amérique du Nord et en Europe, les néoplasmes primaires du foie sont rares et les tumeurs
métastatiques sont fréquentes, alors qu’ailleurs dans le monde, surtout dans I’Extréme-Orient,

le carcinome hépatocellulaire est beaucoup plus répandu que les métastases.

i.  Types histologiques (Andrieu 1997; Worobetz 1997; Cotran 2000)

Des tumeurs bénignes du foie, les hémangiomes sont les plus fréquents (0,5 a 7,0 % de la
population). Ces lésions vasculaires sont stables, elles ne dégénérent jamais, elles sont
presque toujours asymptomatiques, I’hémorragie est rare et la biologie hépatique est normale.
Elles ne requiérent aucun traitement. Leur intérét clinique principal est de ne pas étre prises
pour des tumeurs métastatiques a I’examen radiologique et de ne pas étre intéressées par les
biopsies percutanées.

L'adénome hépatocellulaire est une tumeur beaucoup plus rare que 1’hémangiome, dont la
fréquence réelle est cependant mal connue. Plus fréquent chez la femme, une relation a été
établie entre la survenue et les complications de I'adénome et la prise de contraceptifs oraux.
Le diagnostic de I'adénome hépatocellulaire justifie une résection chirurgicale, en raison du
risque de complications séveres, de la régression trés inconstante de la tumeur apres l'arrét des
contraceptifs, du danger de transformation maligne (10 % et plus important pour les tumeurs
multiples de plus grandes dimensions) et de I'éventualité, toujours possible, d'une erreur
diagnostique qui conduirait a laisser en place une tumeur maligne.

L'hyperplasie nodulaire focale du foie est rare, mais beaucoup plus fréquente (10 fois) que
I'adénome. Les complications sont exceptionnelles et le risque de cancérisation est nul. Les
examens morphologiques actuels permettent generalement de différencier cette tumeur de
I'adénome et lorsque le diagnostic a été formellement établi, 'abstention chirurgicale est
recommandée. Aucun traitement n’est requis si le patient est asymptomatique.

Les autres tumeurs bénignes du foie (adénome biliaire, cystadénome, lipome) sont
d'observation extrémement rare.

Il existe principalement 2 types de cancers primitifs du foie : le carcinome hépatocellulaire

dérivant des hépatocytes et le cholangiosarcome dérivant de I’épithélium des canaux biliaires.
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Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente environ 80 a 90 % des cancers
primitifs du foie. Les autres types de cancers sont beaucoup plus rares, mais ont
généralement un pronostic de moins d’un an. L'hépatoblastome est une tumeur spécifique de
I'enfant et I'angiosarcome, semblable a ceux développés dans d’autres organes, a partir de la

cellule endothéliale.

Le foie est I’organe le plus souvent atteint par des métastases dans I’abdomen. Cela s’explique

par sa taille, et par son role de drainage sanguin au niveau digestif via la veine porte.

ii.  Etiologie et pathogénie

Dans plus de 90 % des cas, le CHC survient chez un patient atteint de maladie
chronique du foie, en général une cirrhose. Les facteurs de risque de cette maladie sont
relativement bien connus. Ils sont viraux (hépatite B, hépatite C), environnementaux (alcool,
aflatoxines) ou génétiques (hémochromatose, déficit en alpha 1-antitrypsine).

Les mécanismes de I'hépatocarcinogenese restent imprécis (Zucman-Rossi 2009). On sait que
I’hépatite chronique et la cirrhose génerent une inflammation associée a une régénération
hépatocytaire qui favorise le stress oxydatif, la sénescence réplicative et 1’accumulation
d’altérations génétiques et épigénétiques dans les hépatocytes. Ainsi les nodules cirrhotiques
de haut grade sont souvent considérés comme de véritables lésions prénéoplasiques.
Cependant, les altérations structurales des génes impliqués dans le contrdle de la prolifération
cellulaire, c’est-a-dire les mutations activatrices d’oncogénes ou les mutations inactivatrices
de génes suppresseurs de tumeurs, n’ont jamais €té¢ identifiées jusqu’a présent dans les
nodules cirrhotiques alors qu’elles sont trés fréquemment accumulées dans les CHC. De fait,
les mécanismes de la carcinogénese hépatique sont toujours a 1’étude aujourd’hui. La
recherche procede par I’identification des facteurs d’initiation de la carcinogenese, dont un
grand nombre sont spécifiques d’un facteur de risque donné, et par une approche plus récente
sur la compréhension de la complexité et I’interaction de ces voies de transformation

cancéreuse.

Les tumeurs primitives donnant le plus fréquemment des meétastases hépatiques sont celles
du colon, du sein et du poumon, mais tout cancer de n’importe quel sie¢ge peut s’étendre au

foie, y compris leucémies et lymphomes. L’invasion se fait quasiment toujours par la voie
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sanguine, notamment par la veine porte pour les tumeurs gastro-intestinales. Il faut noter que
contrairement aux tumeurs primitives, les métastases hépatiques ne se développent que

rarement sur foie cirrhotique (Kasper 2005).

iii.  Incidence et pronostic

Nouveaux cas Mortalite Référence
Monde, 2002 626 000 598 000 (Ferlay 2004)
USA, 2008 21 370 18 140 (Jemal 2008)
Europe, 2006 48 700 43 300 (Ferlay 2007)
France, 2005 6 433 7390 (Belot 2008)

Tableau 8 — Incidence des cancers primitifs du foie dans le monde, aux USA, en Europe et en

France.

S’ils ne représentent que 6 % des nouveaux cancers au niveau mondial, les cancers du foie
sont la troisieme cause de mortalité liée a un cancer (IARC 2008), et présentent le plus
faible pronostic apres le cancer du pancreéas (survie a 5 ans aux USA : 11 %) (Jemal 2008).
Le taux de mortalité a augmenté au cours des dernieres décennies (+ 40,6 % entre 1990 et
2004 aux USA (Jemal 2008)), en raison d’une meilleure détection et d’une meilleure prise en
charge de la cirrhose, mais plus important encore, a cause de 1’expansion du virus de
I’hépatite C (Tanaka 2002). L’incidence augmente avec 1’dge et est globalement 2,5 fois
superieure chez ’homme par rapport a la femme.

Il existe d'importantes variations géographiques au niveau mondial de l'incidence des cancers
du foie (Figure 24), du fait du lien étiologique démontré entre le CHC les maladies hépatiques
chroniques. Sa répartition calque celle de I’hépatite virale B, avec une prédominance en Asie
du sud-est et Afrique tropicale. Les pays ou il existe une infection endémique par le virus de
I’hépatite C comme le Japon présentent également un fort taux de CHC. En France, la

premicre cause de développement du CHC reste la cirrhose d’origine alcoolique.
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Figure 24 — Cartographie mondiale de 1’incidence des cancers primitifs du foie pour les
hommes (IARC 2008).

La véritable prévalence des tumeurs hépatiques secondaires n’est pas connue, car la plupart
des chiffres proviennent d’études nécropsiques. Selon le site du cancer primitif, entre 30 et 70
% des patients décédés d’un cancer ont des métastases hépatiques (Gilbert 1982; Pickren
1982). 1l n’existe pas de preuve que la frequence au niveau international est différente de celle
enregistrée aux Etats-Unis (Khan 2009).

La survie des patients porteurs de métastases hépatiques en I’absence de traitement est tres
variable. Pour les cancers colorectaux elle peut varier de 2 a 58 mois avec une médiane aux

alentours de 16 mois (Rivoire 2005).
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iv.  Classification et traitements

Le CHC étant I’un des cancers dont on connait le mieux 1’étiologie, une surveillance régulicre
et parfois une prévention a été mise en place pour les populations a risque (Trinchet 2009). Il
est actuellement recommandé de surveiller les patients cirrhotiques tous les 6 mois par
échographie. Les modalités et I’impact clinique du dépistage sont cependant mal connus. Il
faut également souligner que le diagnostic de la cirrhose est contemporain de celui du CHC
dans environ 50 % des cas.

Le type de traitement proposé dépend directement du stade de la maladie. Différentes
classifications existent (Dilou 2004; ACS 2009). Le systeme le plus répandu, également
utilisé pour les cancers ayant d’autres localisations, est le systtme TNM de I’American Joint
Committee on Cancer. Il s’appuie principalement sur les résultats des examens cliniques,
radiologiques et anatomopathologiques. 1l prend en compte 3 facteurs :

e T (Tumor) décrit le nombre et la localisation des nodules, la taille du plus grand
nodule et la présence d'une invasion soit vasculaire, soit d'un organe de voisinage
(péritoine);

e N (Node) décrit I’invasion des ganglions lymphatiques voisins

e M (Metastasis) indique si le cancer est métastasé dans des ganglions ou des organes
distants (principalement le poumon et les 0s)

Chacun de ces facteurs est décrit par un indice. La combinaison des différents facteurs et de
leurs indices aboutit a la classification en stades allant de 1 a 4.

Cette méthode de classification ne prend cependant pas en compte la fonction hépatique, qui
peut influencer le choix du traitement. Aussi d’autres systémes ont été développés, incluant
les résultats des tests fonctionnels hépatiques : le systtme BCLC (Barcelona-Clinic Liver
Cancer), le systeme CLIP (Cancer of the Liver Italian Program) ou le systeme Okuda. La
fonction hépatique est généralement mesurée par le score Child-Pugh classé de A (normal) a
C (dysfonctionnements majeurs). Enfin une derniére classification du CHC, sur critére
chirurgical, distingue les cancers localisés résécables, les cancers localisés non résécables et

les cancers avancés.

On distingue habituellement les traitements curatifs et les traitements palliatifs (Figure 25)
(Llovet 2003; Taieb 2009).
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HCC
v
Stage 0 Stage A-C Stage D
PST O, Child-Pugh A, Okuda 1 Okuda 1-2, PST 0-2, Child-Pugh A-B Okuda 3, PST >2, Child-Pugh C
| |
Very early stage (0) Early stage (A) Intermediate stage (B) Advanced stage (C) Terminal stage (D)
1 HCC <2 cm 1 HCC or 3 nodules Multinodular, Portal invasion,
Carcinoma in situ <3cm, PSTO PSTO N1, M1, PST 1-2
1 HCC 3 nodules =3 cm
Portal pressure/bilirubin l v
Associated Portal invasion, N1, M1
Increased —» disonses
Normal No Yes No Yes
l J I , I
Resection Liver transplantation* || PEl/radiofrequency || Chemoembolisation |[ New agents
Curative treatments Randomised controlled trials Symptomatic
treatment

Figure 5: Barcelona-Clinic Liver Cancer staging classification and treatment schedule

PST=performance status test. N=nodules. M=metastases. PEl=percutaneous ethanol injection. *Cadaveric liver transplantation or living donor liver
transplantation. Modified from references 54 and 40 with permission from The American Association for the Study of Liver Disease.

Figure 25 — Programme de traitement du CHC basé sur le systeme BCLC (Llovet 2003)

Les traitements curatifs incluent la transplantation hépatique, la résection chirurgicale
et les techniques d’ablation percutanée (injection intratumorale d’alcool absolu et
radiofréquence).

La transplantation est le meilleur traitement curatif du CHC sur foie cirrhotique, car c’est la
seule approche qui va permettre de traiter a la fois le cancer et la maladie du foie sous-jacente.
Deux questions se posent aujourd’hui dans le domaine de la transplantation : 1’extension des
critéres d’éligibilité a la procédure, et les traitements qui peuvent étre proposés avant de
réaliser la transplantation pour améliorer ses résultats et éviter les sorties de liste. C’est dans
ce cadre que s’inscrit I’étude clinique du Dr S.J. Citron du Piedmont Hospital a Atlanta
(Citron 2008), dont nous avons étudié les prélevements de foies, explantés a différents délais
apres embolisation aux chimiospheres de doxorubicine (voir section 11.2.4 p154).

La résection est un traitement de choix pour les CHC sur foie non cirrhotique, et peut étre
envisagée pour certains CHC sur foie cirrhotique en tenant compte de la fonction hépatique.

Elle permet la guérison de certains patients. Comme dans le cas de la transplantation, les
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chirurgiens s’intéressent aux potentiels traitements adjuvants pour la résection car le risque de
récidive aprés I’intervention reste élevé (> 70 % a 5 ans).

Le dernier traitement curatif, I’ablation percutanée, rassemble des techniques dites mini-
invasives qui consistent a guider par imagerie une sonde ou une aiguille directement dans la
tumeur, en vue d’une geste thérapeutique : injection de substances toxiques (alcool, acétate),
ou destruction thermique (radiofréquence, laser, cryothérapie). L’alcoolisation est la
technique la plus étudiée avec des survies proches de celles obtenues par chirurgie. Elle tend
aujourd’hui a étre remplacée par la radiofréquence (RFA) qui montre un meilleur controle
local de la maladie, une meilleure survie sans récidive et une meilleure survie globale.
L’intérét d’une approche thérapeutique combinant RFA avec d’autres traitements locaux tels
que la chimioembolisation est en cours d’évaluation (Veltri 2006; Cheng 2008; Schwartz
2008).

En raison du stade avancé de la maladie au moment du diagnostic, les traitements
curatifs ne peuvent étre proposés que dans 30 a 40 % des cas. Différents traitements
palliatifs sont alors envisagés, seuls ou en combinaison. Seuls la chimioembolisation artérielle
(TACE) et le sorafénib (Nexavar®) sont considérés comme traitement de référence (SNFGE
2008).

La chimioembolisation de P’artére hépatique est la méthode la plus utilisée pour le
traitement des CHC non chirurgicaux. Elle utilise la vascularisation préférentielle de la
tumeur par I’artere hépatique plutot que par la veine porte qui irrigue le parenchyme sain. Elle
entraine une réponse objective dans 38 % des cas et une nécrose tumorale compléte dans 44
% des cas (Marelli 2007). La survie a 2 ans varie entre 24 % et 63 % (Llovet 2003). Le
principal effet secondaire est le "syndrome post-chimioembolisation”, i.e. des douleurs
abdominales transitoires et de la fievre (60 a 80 % des patients) (Marelli 2007).

L’irradiation interne par une solution de lipiodol marquée a ’iode radioactif ***1 est utilisée en
tant que traitement adjuvant a la chirurgie. La "radioembolisation" a I’aide de microsphéres en
résine chargée en *°Yttrium est actuellement en phase 11 des essais cliniques (Kulik 2008).

La doxorubicine a été la substance la plus évaluée en phase Il pour le CHC (Taieb 2009). Les
mono et poly-chimiothérapies systémiques offrent un bénéfice de survie trés faible mais
peuvent permettre d’amener a la chirurgie des tumeurs initialement non résécables. Les anti-
angiogéniques (bevacizumab) et les molécules ciblant spécifiquement les voies dépendantes

des facteurs de croissance (cetuximab, gefitinib) ont montré des taux de réponse marginaux en
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monothérapie, et des résultats comparables a ceux de la chimiothérapie lorsqu’associés a la

chimiothérapie conventionnelle cytotoxique.

Le traitement des métastases hépatiques dépend du bilan d’extension. Dans le cas ou seul le
foie est envahi, un traitement local est privilégié, principalement par chirurgie. En cas
d’ablation compléte des métastases hépatiques d’un cancer colorectal, les chances de guérison
a long terme (> 5 ans) se situent entre 25 et 40 %. Malheureusement seuls 10 % des patients
sont opérables au moment du diagnostic (Kanter 2005).

Dans le cas d’une dissémination dans plusieurs organes ou d’une contre-indication
chirurgicale, une chimiothérapie systémique palliative est utilisée. La chimiothérapie peut
également étre employée en pré-opératoire pour réduire le nombre et la taille des nodules.s
Aprés opération, elle est systématique dans le cas des cancers du sein car elle réduit le risque
de récidive, fréquente dans le cas des cancers du colon ou la preuve d’un bénéfice n’a pas
encore été rapportée. Les médicaments dépendent du type de cancer primitif et de sa
chimiosensibilité : 5-FU, dérivés du platine, CPT11 mais également anticorps monoclonaux
tels le cetuximab et le bevacuzimab.

La chimioembolisation est utilisée en traitement palliatif et en adjuvant a la chirurgie ou a la
radiofréquence (Vogl 2007). Aucune étude n’a montré un bénéfice significatif en termes de
survie par rapport au traitement symptomatique. La survie mediane apres chimioembolisation
des métastases des cancers colorectaux varie entre 7,7 et 14 mois (Wasser 2005; Hong 2009;
Vogl 2009).

-120 -



J. Namur. Travaux personnels, Ch. 2 : Chimiosphére de doxorubicine

2.1.3 Apport d’'une bille d’embolisation chargée en doxorubicine

Si la chimioembolisation est la méthode la plus utilisée pour le traitement des CHC non
résécables, seules deux études randomisées ont réussi a démontrer un bénéfice clinique par

rapport a un traitement symptomatique (Llovet 2002; Lo 2002).

Il existe une grande hétérogéneité dans les pratiques et les techniques de chimioembolisation
ou encore dans le planning des séances de traitement. La procédure la plus commune est elle-
méme largement critiquée, notamment dans [’utilisation du lipiodol comme vecteur du
médicament. Cet agent de contraste huileux est mélangé a la solution aqueuse de
chimiothérapie, formant une émulsion. La nature de 1I’émulsion (eau/huile, huile/eau), la taille
des gouttelettes ou encore la stabilité de 1’émulsion ne peuvent pas étre contrdlées, alors que
ces facteurs détermineront la distribution, la concentration et le temps de résidence du
médicament dans la tumeur.

En résumé, le rdle de vecteur du lipiodol dans la chimioembolisation n’a jamais ét¢ démontré.
La chimioembolisation lipiodolée est une technique trés peu reproductible, qui ne peut étre

standardisée.

Par rapport a la chimioembolisation classique, I'utilisation d’une chimiosphere pour le
traitement des tumeurs hépatiques peut apporter : 1) une standardisation de la procédure ; 2)
un contréle de la distribution du médicament, en contrélant la distribution des billes ; 3) un
contréle du temps et de la quantité de médicament délivré a la tumeur en contrélant la chimie

des billes.
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2.1.4 Doxorubicine
Les principales indications, la plupart du temps en polychimiothérapie, sont les leucémies

aigués, la maladie de Hodgkin, les lymphomes, les cancers du poumon, du sein, de la vessie,

de I’estomac, les sarcomes.

i. Chimie

La doxorubicine (DOXO) ou adriamycine est un antibiotique anti-tumoral, appartenant a la
famille des anthracyclines. Sa formule est C,7H29NO;1, elle a un poids moléculaire de 543
g/mol et un pKa autour de 8.3.

Figure 26 — Formule semi-développée de la doxorubicine

ii.  Pharmacocinétique (Page 1999; BIAM 2001; Lullmann 2003)

La doxorubicine est administrée par voie intraveineuse, et pour des indications particuliéres
en voie artérielle, intrapéritonéale ou instillations vésicales. La liaison aux protéines
plasmatiques est importante. Elle quitte rapidement le plasma (demi-vie : 10-30 min) pour se
fixer sur les tissus sous forme active, non métabolisée (principalement les reins, le foie, la
rate, le coeur et les poumons). Elle franchit peu la barriere hémato-encéphalique, mais peut
passer la barriére placentaire. L’élimination triphasique correspond respectivement au captage
tissulaire, au métabolisme et au relargage de la drogue a partir de ses sites de liaison. Le
métabolisme s'effectue principalement au niveau du foie et consiste en une réduction en
dérivé hydroxylé en position 13 (réduction) donnant le doxorubicinol. Le doxorubicinol serait

20 fois moins cytotoxique que la DOXO (Olson 1988). La seconde classe de métabolite sont
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les aglycones et correspondent a une réduction et une coupure de la chaine glucoside.
L’élimination se fait par voie biliaire (40-50 % de la dose en 7 jours), et dans une moindre
mesure par voie rénale (5-25 % de la dose). Le principal effet indésirable des anthracyclines
est une cardiotoxicité cumulative, probléeme majeure puisque pouvant conduire a la mort par
défaillance cardiaque. Cette toxicité est liée au pic de la concentration plasmatique, de sorte
qu’une perfusion intraveineuse ou des doses échelonnées dans le temps diminuent le risque.
Les nausées, diarrhées, la myélosuppression, I’inflammation des muqueuses et la stomatite

sont d’autres effets secondaires fréquents.

lii.  Mode d’action (Myers 1986; Page 1999)

La cytotoxicité des anthracyclines passe par 5 modes d’action principaux :

e (’est un agent intercalant. Grace a sa structure moléculaire plane, elle peut s'intercaler
entre deux paires de bases azotées de I’ADN. L'intercalation seule n'est pas suffisante
pour perturber la réplication et la transcription ;

e c’est un inhibiteur de la topoisomérase II (Top Il), une enzyme impliquée dans la
réplication de I’ADN. Le médicament forme un complexe stable avec I’ADN et 1a Top
I1, complexe qui stabilise le clivage de I’ADN normalement transitoire produit par Top
Il. La conséquence est une coupure définitive de ’ADN double brin, bloquant ses
fonctions et entrainant la mort cellulaire ;

e elle forme des radicaux oxygéne et OH. Toutes les anthracyclines sont des quinones
capables de produire des radicaux libres endommageant les membranes et les
protéines ;

o elle forme également avec le fer un complexe organométallique, susceptible de
produire des ions superoxydes et qui se fixe fortement aux membranes cellulaires
causant une destruction membranaire spontanée ;

e enfin a faibles doses (< 1 puM), la doxorubicine déclenche les mécanismes de

I’apoptose.

Plusieurs mécanismes de résistance spécifique ont été identifiés, le plus décrit étant I’efflux

du médicament depuis la cellule par une glycoprotéine sous la dépendance du géne p-Gp/mdr.
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2.2 Etude de libération dans un milieu liquide et dans un gel de collagene

en spectrométries de fluorescence

2.2.1 Travaux antérieurs sur la chimiosphere de doxorubicine

Deux études ont été publiées sur I’évaluation in vitro de la cinétique d’élution des DC Bead ™
(Biocompatibles UK Ltd) chargées en doxorubicine (DOXO-DEB) (Lewis 2006; Gonzalez
2008). Le temps de demi-élution (temps au bout duquel 50% de la dose chargée a été libéree)
varie de 30 min a 5 mois selon le type d’appareil de dissolution utilisé (Figure 27). L’étude la
plus récente a cherché quel était le meilleur modéle pour prédire la durée du release in vivo
(Gonzalez 2008).
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Figure 27 — Cinétique d’élution des DOXO-DEB in vitro dans 1’appareil de dissolution USP
type 2 et dans I’appareil en T (d’aprés (Gonzalez 2008)). Les deux courbes fléchées

correspondent au méme type de bille dans deux appareils différents.

Les méthodes de dissolution préconisées par la pharmacopée américaine consistent a agiter un
milieu liquide ou est disposée la forme pharmaceutique (Figure 28). Ces méthodes sont
rapides et faciles a mettre en ceuvre, mais ne reproduisent absolument pas les conditions
d’¢€lution in situ.

Borovac et al. ont proposé et validé un nouveau dispositif, I’appareil en T, pour I’é¢tude de
chimiospheres chargées en ibuproféene (Borovac 2006). Le dispositif est constitué¢ d’un puits

au fond duquel sont placées les billes, et relieé a un circuit fermé ou circule un tampon
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d’¢lution (Figure 28). Ce systeme reproduit une zone de transport convectif et une zone de
transport diffusif.

Gonzalez et al. ont montré sur les DEB chargées en doxorubicine, une excellente corrélation
des données de I’appareil en T avec les données expérimentales de dosage plasmatique
(Gonzalez 2008). Dans son fonctionnement actuel, seul le compartiment "systémique"
(boucle) est accessible, et les phénomenes locaux dans les zones de diffusion et de convection
ne peuvent étre étudiés. Autrement dit le dispositif ne permet pas de ne permet pas de prédire

la libération et la pénétration du principe actif dans le tissu autour des billes.

uv
detector

Pump

Basket method Paddie method
USP Apparatus 1 USP Apparatus 2
(Optional) (Standard)

1. Convection area ——

3

222888 «— Pharmaceutical
form

2. Diffusion area ?

Figure 28 — Schémas des appareils de dissolution: A) USP types 1 [/ 2
(http://www.jascofrance.fr) et B) appareil en T (Borovac 2006).

2.2.2 Objectif

Ce travail avait pour objectif de mettre au point un modeéle et une technique d’analyse
simples pour étudier la libération et la diffusion de la DOXO depuis la bille dans le
milieu environnant.

Pour simplifier le modele, nous avons décidé de travailler sur bille unique. La premiére étape
a consisté a reproduire les précédents travaux d’élution en milieu liquide en travaillant sur une
seule bille. La seconde étape a validé, dans un gel de collagéne, I’utilisation de la
microspectrofluorimétrie pour déterminer la concentration et la distribution du médicament

autour de la bille.
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2.2.3 Matériel et méthodes

i. Billes chargées en DOXO

Nous avons utilisé les billes DC Bead™ fabriquées par la société Biocompatibles UK Ltd
(Farnham, UK). Elles sont faites d’un polymére d’alcool polyvinylique (PVA) modifié¢ par
des groupements sulfonate (2-acrylamido-2-methylpropanesulfonate ou AMPS). Elles sont
calibrées par tranche de 200 um. Deux tailles de billes ont été utilisées, correspondant au plus
petit et au plus grand calibres disponibles commercialement : 100-300 pm et 700-900 pm.

Les billes peuvent fixer certaines molécules chargées positivement telle la doxorubicine
(DOXO0), par des interactions ioniques avec les groupements AMPS. Deux concentrations de
chargement ont été étudiées : 5 mg et 25 mg DOXO /mL bille.

Le chargement a été effectué selon les instructions données par le fabricant : dans un flacon
de 2 mL de billes dans 6 mL de solution saline, on retire le surnageant de salin du flacon de
bille a ’aide d’une micropipette. On ajoute ensuite aux billes un volume de 10 mL ou de 50
mL d’une solution de doxorubicine a 2 mg/mL (Doxorubicin Teva®, TEVA Pharma S.A.,
Courbevoie, France) pour obtenir respectivement un chargement a 5 mg et 25 mg de DOXO
par millilitre de bille. Le flacon est ensuite placé a 1’obscurité et agité réguliérement pour un
chargement homogéne des billes. Aprés 24 a 48 h, le taux de chargement est Vérifié en
mesurant I’intensité de fluorescence du surnageant a 1’aide d’un spectrometre de fluorescence.
Au total 3 groupes de DOXO-DEB ont été comparés (Tableau 9) : groupe 1 : 700-900 pum
DEB a 5 mg DOXO /mL; groupe 2 : 700-900 um DEB a 25 mg DOXO /mL; groupe 3 : 100-
300 um DEB a 25 mg DOXO /mL.

groupe 1

700-900 pm
5 mg DOXO /mL

groupe 2
700-900 pm
25 mg DOXO /mL

fo . i@, R g .a%e .
Wy ‘OM"'?\?‘Q .f -
e DN Y .‘.'

groupe 3
100-300 pum
25 mg DOXO /mL

'. i. v,

. ., "-.' .'ﬁ.: 7

..:. "$:5: At v ‘, .

Tableau 9 — Photographies des DOXO-DEB des 3 groupes (échelle : 2,5mm).
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ii.  Libération en milieu liquide

Une bille est isolée du flacon de DOXO-DEB a 1’aide d’une micropipette. La bille est rincée
dans I’eau déminéralise puis placée dans une cuve en quartz contenant 3 mL de milieu. La
cuve est alors laissée dans 1’obscurité sans agitation. La concentration de DOXO est mesuree
dans le surnageant par fluorimétrie a 0, 15, 30, 45, 60, 90 min, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 h puis
toutes les 12 h jusqu’a 4 jours. Avant chaque mesure, la solution est homogéneéisée en agitant
Iégerement la cuve.

La cuve est placée dans un spectrofluorimetre Shimadzu RF5000 (Shimadzu, Kyoto, Japon)
sur le trajet d’un faisceau d’excitation a Agxe = 470 nm (Figure 29). L’intensité d’émission de
fluorescence (IF) est mesurée a e, = 570 Nm. La concentration en doxorubicine est ensuite
calculée a partir d’une courbe étalon donnant IF = f ([DOXO]pgs) (0.05 a 10 uM, R2 = 0.997).
La bille est ensuite récupérée de la cuve et vidée complétement pour déterminer la quantité
totale chargée initialement.

La procédure a été répétée pour 3 billes de chaque groupe. La procédure a été répétée pour le
groupe 2 dans I’eau distillée et dans le PBS 10 fois concentré (PBS x10) pour déterminer
’effet de la concentration ionique.

Mesure de I'émission de fluorescence

aA,;,=570 nm
e NN
W R 7
Faisceau d’excitation
Aexc=470 nm
+4—3mLPBS
une DOXO-DEB

Figure 29 — Schéma du dispositif expérimental pour 1I’étude de la libération d’une DOXO-
DEB en milieu liquide.

iii. Libération en gels de collagéne

Des gels de collagene de type | pour culture cellulaire 3D sont préparés a partir de tendons de
queues de rat (Sprague Dawley) (Fourre 2006). Le collagene est extrait sans trypsinisation par
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des bains d’acide acétique et centrifugations successives. Apres lyophilisation, le collagene
est dissous dans une solution d’acide acétique, a la concentration finale de 3 mg/mL.

Les gels de collagénes a 1.5 mg/mL sont préparés a partir de la solution mére de collagéne (1
mL), d'une solution de MEM sans rouge de phénol 10x concentrée (200 uL), d'une solution de
bicarbonate de sodium a 0.26 uM (200 pL), d’eau distillée (480 uL) et enfin de soude 0.1 M
(180 pL), toutes maintenues a 4°C. Le mélange (2 mL) est alors coulé dans une boite de Pétri
de 35x10 mm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA) et on ajoute une bille DOXO-
DEB au milieu de la boite. Le mélange précipite en 4 a 5 minutes a température ambiante.

La boite de Pétri est alors placée sur la platine d’un microspectrofluorimetre (V45 Dilor,
JobinYvon-Horiba, Longjumeau, France) couplé a un laser Argon (hexc = 488 nm) (Spectra
Physics, Evry, France) et avec un objectif grossissement x10, ouverture numerique 0.25. Un
spectre d’émission de fluorescence est enregistré tous les 20 um depuis le bord de la bille
jusqu’a une distance de 5 mm (Figure 30). Les temps de mesure sont de 15, 30, 60, 120 et 180
min aprés ajout de la bille.

La contribution de la doxorubicine a la fluorescence totale est déterminée en soustrayant la
fluorescence du gel de collagéne sans médicament. L’intensité moyenne de fluorescence est
calculée entre 500 et 800 nm et la concentration de DOXO est déterminée a partir d’une
courbe étalon donnant IF = f ([DOXO]conagene) €tablie sur des gels contenant des quantites
connues de médicament (0.05 a 7.40 uM, R2 = 0.994). La quantité totale de DOXO libérée
dans le gel a un temps t, est estimée graphiquement a partir des pentes des profils de
concentration et en supposant que la diffusion se fait de fagon isotrope dans un volume
sphérique.

Mesure du spectre d’émission de fluorescence
tous les 20 ym sur Smm

Faisceau d’'excitation
Aeyc=457 nm

X XX X XX XX

2mL collagéne |

une DOXO-DEB
Figure 30 — Schéma du dispositif expérimental pour I’étude de la libération d’une DOXO-
DEB dans un gel de collagéne de type I.
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2.2.4 Résultats

i. Libération en milieu liguide

La cinétique d’élution des DOXO-DEB dépend de la concentration ionique du milieu. Le
temps de demi-élution, défini comme le temps au bout duquel la bille a libéré 50 % de sa dose
initiale, diminue avec I’ionicité du milieu (Figure 31). Les DEB sont des microspheres de
PVA modifié par des groupements sulfonate qui portent une charge négative. La DOXO en
solution a pH neutre est chargée positivement. L’interaction ionique entre les charges
positives du meédicament et les charges négatives de la bille est le principal mode de
chargement de la DOXO dans les DEB. Nos résultats suggerent logiquement que 1’¢lution est

¢galement controlée par un processus d’échange ionique.
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Figure 31 — Profils d’élution des DOXO-DEB 700-900 pm, 25 mg/mL en fonction de la

concentration ionique du milieu.

La cinétique d’élution des DOXO-DEB dépend également de la taille des DEB (Figure 32).
Le temps de demi-élution est plus court pour les billes de 100-300 pum (1 h) que pour les billes
de 700-900 um (24 h). Cet effet taille suggere que la libération du principe actif dépend de la
surface d’échange de la bille, qui est relativement plus importante pour les petits calibres.

Enfin, la vitesse de libération diminue avec la concentration de chargement, avec un temps
de demi-élution plus court pour les billes chargées a 5 mg/mL (11 h) que pour les billes

chargées a 25 mg/mL (24 h) (Figure 32). Cette donnée peut s’expliquer par la cinétique de la
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réaction de dissolution (ordre 1), ou par la solubilité limitée du médicament dans le milieu. On
sait notamment que la doxorubicine a tendance a former des dimeres aux concentrations

élevées (stacking), diminuant sa solubilité dans le milieu aqueux.

100 T

15T

50 T

% élution

5 —&— 100-300um, 25mg DOXO /mL (groupe 3) : T4p=1h
] DO R W o el el e b i T SO R S N

— 700-900um, 5mg DOXO /mL (groupe 1) : Tq» = 11h

4 700-900um, 26mg DOXO /mL (groupe 2) : T4 = 24h

L L B e

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t(h)

Figure 32 — Profils d’élution des DOXO-DEB dans le PBS en fonction de la taille de la bille
et de la dose de chargement.
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L’ensemble des résultats obtenus sur bille unique est cohérent avec ceux des trois études
précédentes réalisées sur des volumes contenant plusieurs milliers de billes (Lewis 2006;
Lewis 2007; Gonzalez 2008). L’¢lution de la doxorubicine dépend de la concentration
ionique, de la taille des billes et de la concentration de chargement.

La quantité de médicament libérée par une seule bille semble étre compatible avec les
performances des techniques de fluorescence.

ii. Libération en gels de collagéne

L’expérience d’élution en gel de collagéne a été menée pour les 3 groupes de billes de
taille/concentration de chargement différentes.
Les concentrations de DOXO mesurées autour des billes et les taux d’élution sont différents

entre les 3 groupes (Figure 33). On observe les mémes effets de la taille de la bille et de la
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concentration de chargement sur la vitesse de libération que dans les tests en PBS. Les petites
billes se vident plus vite que les grosses, et les billes faiblement chargées se vident plus vite
que les fortement chargées. Les mécanismes de la libération sont probablement identiques
dans le PBS et dans I’hydrogel.

L’évolution des profils de concentration au cours du temps est globalement identique dans les
3 groupes (Figure 33). Entre 30 min et 120 min, les pentes des courbes sont & peu prés stables
et on observe une augmentation de la concentration a la fois a proximité de la bille et a
distance de la bille. A 180 min, on note une diminution de la concentration a proximité de la
bille et une diminution de la pente de la courbe. Ces résultats suggéerent que la libération du
médicament par la bille est devenue plus lente que la diffusion dans le milieu. Cette hypothése
pourrait étre confirmée en calculant la vitesse d’élution a partir de modéles théoriques de
dissolution (premier ordre, Higuchi, Hixson-Crowell) et en calculant la vitesse de diffusion de

la DOXO dans le gel par des modéles de transfert de masse.

Figure 33 (page suivante) — Profils de concentration de la DOXO dans le collagéne autour
des billes a différents temps aprés injection de la DOXO-DEB, pour les 3 groupes de billes
(gauche) et pourcentages cumulatifs de DOXO libérée correspondant (droite) (n = 1 bille dans

chaque groupe).
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2.2.5 Conclusion

La cinétique d’élution de la DOXO depuis la bille dépend de paramétres intrinséques au
vecteur (taille des billes, dose de chargement) et de facteurs environnementaux (concentration
ionique, nature du milieu).

Le modeéle de collagéne peut étre utilisé pour déterminer a la fois les mécanismes de libération
de la bille et les mécanismes de diffusion dans le milieu environnant.

Ce travail nous a permis de mettre au point les techniques de spectrométrie et
microspectroscopie de fluorescence pour 1’étude d’une chimiosphére chargée en
doxorubicine. Nous avons pu vérifier que les performances de la technique sont satisfaisantes

pour mesurer les niveaux de médicament libérés par une bille unique.

2.2.6 Perspectives

L’interprétation de nos données doit étre complétée par 1’analyse théorique : 1) des cinétiques
d’élution, pour identifier le modele (premier ordre, Higuchi) et les mécanismes de libération
(film diffusion, particle diffusion, chemical exchange), 2) des profils de distribution dans le
gel pour estimer le coefficient de diffusion de la doxorubicine

De nombreuses améliorations peuvent étre apportées facilement au modéle de gel pour se
rapprocher des conditions in vivo. La concentration en collagéne pourrait étre augmentée entre
2 et 9 mg/mL comme dans différentes tumeurs solides expérimentales (Netti 2000), et la
composition en fibres complexifiée avec de 1’élastine et des laminines. Des protéines
(albumine), des polysaccharides (acide hyaluronique) et des glycoprotéines susceptibles
d’interagir avec la DOXO et d’en modifier le transport peuvent étre ajoutées (Jain 1987). Des
cellules tumorales peuvent étre mises en culture directement dans le gel (Fourre 2006).
Plusieurs DEB peuvent étre coulées dans le gel, pour évaluer I’effet de la répartition relative
des billes sur les profils de concentration. Le gel pourrait étre disposé dans 1’appareil en T au

dessus des billes.
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2.3 Libération tissulaire dans un modele expérimental de foie non tumoral

Article n°2 : Drug eluting beads for liver embolization: concentration of doxorubicin in
tissue and in beads in a pig model

J. Namur, M. Wassef, J.M. Millot, A. Lewis, M. Manfait, A. Laurent. J Vasc Interv Radiol
2010; 21 (2): 259-267.

2.3.1 Travaux antérieurs sur la chimiosphere de doxorubicine

Deux études in vivo ont été menees sur les DOXO-DEB préalablement & notre travail. La
premiere étude était une étude de tolérance aprés embolisation de I’artére hépatique avec des
DOXO-DEB chez des porcs sains non porteurs de tumeur (Lewis 2006). Elle a permis
d’établir le profil d’élution plasmatique des billes et démontré que le traitement était bien
toléré pour des doses équivalentes a celles injectées en chimioembolisation classique chez
I’homme. Elle a également suggéré un effet de la taille des billes sur la cinétique plasmatique
et sur les effets tissulaires locaux des DOXO-DEB : les billes de 100-300 um montrent un pic
plasmatique significativement plus élevé et une nécrose du parenchyme hépatique plus
importante que des billes de 700-900 um, bien que ce dernier parameétre n’ait pas été évalué
de fagon quantitative. La concentration tissulaire de DOXO dans 1’organe embolisé n’a pas
été déterminée.

La seconde étude portait sur un modele de carcinome hépatique chez le lapin (Vx2) embolisé
avec des DOXO-DEB (Hong 2006). Elle a montré une diminution du pic plasmatique par
rapport a une injection d’antinéoplasique seul dans I’artére hépatique, et une augmentation
trés significative de la concentration de médicament dans la tumeur avec les billes chargées.
Cette étude présente cependant un défaut majeur dans la méthodologie de
quantification de I’antinéoplasique dans la tumeur. Les auteurs ont utilisé des homogénats
de tissus, qui contiennent des centaines de milliers de billes chargées en médicament, ce qui
ne permet pas de séparer la DOXO effectivement libérée dans les tissus de celle toujours
contenue dans la bille. Les concentrations rapportées ne correspondent probablement pas la
quantité de médicament trouvée dans le tissu mais plutdt a la somme des quantités dans les

tissus et dans les billes.
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2.3.2 Objectif

Notre objectif dans cette étude était de déterminer séparément la concentration de
DOXO toujours contenue dans les DEB et la concentration de DOXO dans le tissu
autour des DEB, a différents temps d’embolisation, et de les comparer aux lésions

tissulaires induites.

2.3.3 Matériel et méthodes

Le matériel correspondait aux prélévements de foie de 1’étude de tolérance chez un modéle de
porc sain non tumoral (Lewis 2006). Quinze porcs minipig Yucatan ont subi une embolisation
de l’artere hépatique gauche avec des billes calibrées de 100-300 pm ou 700-900 pum et
chargées a 37,5 mg de doxorubicine par millilitre de bille. Cing porcs ont été embolisés avec
des billes de 100-300 um non chargées. Les animaux ont été sacrifiés 28 jours ou 90 jours
apres embolisation. Des coupes fines jointives ont été effectuées sur des prélevements de foie
fixés en formol et inclus en paraffine. La premiére coupe a été analysée par
microspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR-MS) pour déterminer la
quantité de doxorubicine toujours contenue dans les billes.

La seconde coupe a été analysée par microspectrofluorimétrie de fluorescence pour
déterminer la concentration de doxorubicine dans le tissu autour des billes. La troisiéme
coupe a été colorée par 1’hématéine-éosine-safran (HES) pour évaluer les lésions
histologiques autour des billes. Les résultats ont été comparés statistiquement par groupe et

par délai, et les niveaux de médicament ont été comparés aux lésions histologiques.

2.3.4 Résultats

La FTIR-MS permet la quantification de la DOXO dans les billes in situ aprés implantation.
La microspectrofluorimétrie peut étre utilisee pour déterminer la concentration et la
distribution de la DOXO dans le tissu autour des billes.

La bille a libéré 43 % et 89 % de la dose chargée initialement apres 28 et 90 jours

respectivement. Le principe actif est présent dans le tissu autour des billes aux deux temps
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d’implantation avec une diminution au cours du temps (Figure 34). Il est détecté jusqu’a une
distance de 600 pm depuis la surface de la bille (distance maximale évaluée). La
concentration de doxorubicine autour des billes varie de 0.55 & 6.80 UM ce qui correspond a
des concentrations d’incubation ayant des effets cytotoxiques sur des cultures d’hépatocytes
in vitro. Les billes contréle non chargées n’induisent pas de nécrose du parenchyme
hépatique. Les DOXO-DEB de 100-300 pum induisent plus de nécrose que les DOXO-DEB de
700-900 pm. La concentration de doxorubicine est significativement plus élevée dans le tissu

nécrotique que dans le tissu non nécrotique.

7 DOXO-DEB 100-300pum L 7] DOXO-DEB 700-900um R
(group 2) (group 3)
6 L
5 | —— D28 —A— D90 |
z 4 n
2 4 L
14 L
0 200 400 600 0 200 400 600
distance to bead (um) distance to bead (um)

Figure 34 — Profils de distribution de la DOXO dans le tissu depuis le bord de la bille aux

deux délais d’implantation pour les deux groupes de taille.

2.3.5 Conclusion

La libération de DOXO par les DEB s’étend sur une période d’au moins 3 mois apres
implantation, couvre une zone d’un diamétre supérieur a 1,2 mm autour du vaisseau embolisé

et induit une necrose du parenchyme hépatique autour des billes.
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2.3.6 Perspectives

Notre étude a montré un effet de la taille des billes sur la concentration tissulaire de
DOXO et sur les lésions induites. Ces effets sont a premiere vue contradictoires : les billes
de 100-300 um donnent des concentrations de drogue significativement moins élevée que les
billes de 700-900 um, mais une nécrose tissulaire plus importante. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer cet effet taille : une décharge immédiate de médicament plus élevée avec
les billes de 100-300 um, comme suggére par les données in vitro et le profil de concentration
plasmatique ; une dose totale et une couverture du parenchyme plus importante grace a une
pénétration plus distale des billes de petit calibre ; un temps de résidence de 1’anticancéreux
augmenté par une dévascularisation plus compléte avec les 100-300 um ; une architecture
tissulaire différente entre les deux calibres bloqués a des niveaux différents de 1’arbre artériel
hépatique.

La quantité de médicament libérée par les billes aux délais précoces peut étre déterminée
expérimentalement avec la méthode employée dans notre étude. En revanche, les nombreux
parametres susceptibles d’influencer la diffusion du médicament dans le tissu semblent
difficiles a appréhender par une approche purement empirique. Quelle doit étre la
distance maximale entre les billes pour couvrir le tissu embolisé avec 1’anticancéreux ? A
quelle vitesse le médicament diffuse dans le tissu ? Quelle est la fraction de médicament
¢liminée par convection dans la veine porte non occluse et adjacente a I’arteére hépatique ? La
comparaison de nos profils de distribution experimentaux avec des modéles theéoriques
pourrait nous aider a répondre a ces questions. Weinberg et al. ont cherché a décrire la
pénétration de la DOXO dans un tissu hépatique depuis un implant chargé en reprenant des
modeles mathématiques de transport de masse (Saltzman 1991). La confrontation des deux
types de données a permis de calculer la vitesse de diffusion du médicament, sa vitesse
d’élimination, et a démontreé ’effet de la nature du tissu (tumoral vs non-tumoral, nécrotique

Vs non-nécrotique) sur ces deux parameétres (Weinberg 2007).

Notre travail présente une limite dans D’interprétation quantitative des données de
fluorescence. La relation entre 1’intensité de fluorescence et la concentration du fluorophore
est déterminée par le rendement quantique de fluorescence, qui dépend lui-méme de
I’environnement du fluorophore. La méthode de calibration pour la quantification de la
doxorubicine utilise un modele de doxorubicine dans un gel de collagéne dans lequel

I’environnement et donc le rendement de fluorescence de la molécule peuvent étre différents
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de ceux dans un échantillon biologique ou sur une coupe de tissu ayant subi divers traitements
chimiques.
La validation du modele de calibration pourrait étre réalisée en :

e comparant D’intensit¢ de fluorescence émise par la DOXO dans des coupes
d’échantillons fixés en formol+paraffine, comme utilisés ici, et des coupes
d’échantillons congelés n’ayant subit aucun traitement chimique

e mesurant les rendements quantiques de fluorescence de la DOXO dans un gel de
collagene et dans un prélevement tissulaire contenant des quantités connues de

médicament

Enfin il ne peut étre totalement exclu que la fluorescence mesurée dans le tissu corresponde
en partie a une autre molécule possédant le méme fluorophore que la doxorubicine. La
dégradation en doxorubicinol, son principal métabolite, ne modifie pas le fluorophore. On
ignore si cette transformation a lieu dans le foie chez le cochon, mais on sait qu’il s’agit du
principal site de métabolisation chez 1’hnomme (BIAM 2001). Pour répondre a cette question,
nous pourrions mesurer le spectre du doxorubicinol et essayer de discriminer les contributions
des deux molécules par décomposition spectrale.

L’étape suivante consiste a vérifier que les propriétés d’élution des DOXO-DEB, qui
semblent pertinentes dans ce modéle préclinique non tumoral, ne sont pas modifiées dans un
foie cirrhotique tumoral présentant des caractéristiques anatomiques et fonctionnelles
distinctes de celle d’un foie normal : un apport sanguin différent, une permeabilité limitée,

une sensibilité au médicament diminuée.
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Drug-eluting Beads for Liver Embolization:
Concentration of Doxorubicin in Tissue and in

Beads in a Pig Model

Julien Namur, MS, Michel Wassef, MD, Jean-Marc Millot, PhD, Andrew L. Lewis, PhD, Michel Manfait, PhD, and
Alexandre Laurent, MD, PhD

PURPOSE: To evaluate the local tissue concentrations of the antineoplastic agent doxorubicin and the amount of drug
still present inside drug delivery embolization beads at different time points after embolization and to compare
doxorubicin levels with histologic modifications around the beads in a pig liver model. It was hypothesized that
doxorubicin-eluting beads maintain cytotoxic concentrations of drug locally over a period of several weeks, as
suggested by in vitro elution tests.

MATERIALS AND METHODS: Left lobe hepatic artery embolization was performed in 10 pigs with 100-300-um or
700-900-pm beads loaded with 37.5 mg doxorubicin/mL. Control unloaded 100-300-m beads were injected in five pigs.
Livers were sampled 28 days or 90 days after embolization. The amount of drug retained inside the beads was assessed with
infrared microspectroscopy. Doxorubicin concentration and distribution in the tissue around the beads were determined
with microspectrofluorimetry and compared with tissue modifications on hematein eosin saffron-stained sections.

RESULTS: Doxorubicin-eluting beads eluted 43% of their initial drug load after 28 days and 89% after 90 days.
Doxorubicin was present in tissues around the beads at both time points, with a significant decrease over time (P =
.0004). The drug was detected at distances as far as 600 pum from the bead edge. Doxorubicin tissue concentrations
ranged from 0.55 M to 6.80 M, which are cytotoxic levels in hepatocyte cell cultures. High concentrations of drug were
associated with coagulative necrosis of liver parenchyma. Doxorubicin-eluting beads 100-300 pm in size induced
more necrosis than 700-900-pum beads (P = .0036).

CONCLUSIONS: Doxorubicin-eluting beads deliver high concentrations of the drug over a period of at least 3 months
at several hundred micrometers from the bead, leading to significant cytotoxic effects.

J Vasc Interv Radiol 2010; 21:259-267
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Introduction

Transarterial chemoembolization is the most common treatment for patients with
unresectable primary or secondary liver tumors (1, 2). The injected mixture of ethiodized oil,
drug and embolization particles vary considerably in size, nature and stability (3-7), and has
never demonstrated to provide a controlled release of drug to the tumor (8). Calibrated drug
eluting beads (DEB) offer the theoretical advantages of controlling 1) the level of occlusion,
2) the amount of drug delivered, and 3) the duration of drug delivery to the tumor.

The DEB product LC/DC Bead™ is a calibrated embolization bead with negatively
charged functional groups that allow the loading of many positively charged drugs (9). DEB
loaded with the antineoplastic drug doxorubicin (DOXO) has been recently investigated in
vitro and in vivo. In vitro, DOXO-DEB can provide a sustained release of the anticancer drug
with a half-life for elution of two months (10, 11). In vivo, in a rabbit VVx2 liver tumor model
embolized with DOXO-DEB, the drug can be detected in the embolized area over the whole
time of observation from 24 hours to 14 days (12). Two animal studies using LC/DC Bead™
further showed that DOXO-DEB were associated with a major necrosis of the embolized area,
an effect attributed to the drug (12, 13).

Several questions are left unanswered. Firstly, the controlled release of DOXO-DEB
demonstrated in vitro has to be confirmed in vivo, through the quantification of the drug still
contained inside the bead after embolization. Secondly, the local concentrations of drug
obtained in the tissue surrounding the DEB have not been investigated. Thirdly, we do not
know whether these levels are high enough to induce the expected cytotoxic effects of
DOXO.

Addressing these issues is technically very challenging because it requires quantitative
methods with high spatial resolution which can separate drug levels in the bead and in the
surrounding tissue. The use of tissue homogenates (14) in which thousands of drug loaded
beads may be present is excluded since the amount of drug actually delivered to the tissue and
the amount still retained inside the DEB cannot be differentiated. Moreover, the spatial
information is lost at homogenization. Fluorescence microscopy allows the assessment of
drug distribution directly on tissue sections (15), yet they are not quantitative. Wang et al.
have proposed an interesting alternative of direct sampling on histology sections (16)
followed by electrophoretic analysis, but the technique is still time-prohibitive. On the
opposite, optical microspectroscopies (infrared and fluorescence) use the unique spectral
features of the drug to map its distribution quantitatively in a biological sample at the
micrometric scale (17-19).

The present study was conducted in a model of pig healthy liver embolized with either
100-300 pum or 700-900 um DOXO-DEB (smallest and largest size available), and examined
at two time points, i.e. one month prior to and after the in vitro half-life elution time of the
drug. Using two validated microspectroscopy techniques for DOXO quantification and
common histology methods, we determined 1. the concentration of DOXO inside the bead at
the two time points, 2. the concentration of DOXO in the tissue around the DEB and 3. the
tissue modifications in the same field of observation where DOXO was quantified for
comparison with drug levels.
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Material and Methods

Raw materials

Doxorubicin hydrochloride was obtained as a solution for injection in 25mL vials at
2mg/mL concentration (Teva®, TevaClassics, Paris La Défense, France). Reference DOXO-
DEB (LC/DC Bead™, 100-300 pm) with known concentrations of drug were obtained pre-
loaded from Biocompatibles UK Ltd. Collagen type | was extracted from rat tail tendons and
hydrogels were prepared at a concentration of 1.5mg collagen/mL as previously described
(18).

Embolization and tissue samples

The embolization procedures and animal handling were performed at Charles River
Laboratories (Southbridge MA, USA) with the agreement of the institutional animal care and
use committee. Tissue samples were obtained from a former pharmacokinetics study of
DOXO loaded DEB (LC/DC Bead™, Biocompatibles UK Ltd). Embolization of the hepatic
artery with DOXO-DEB was performed in a non-tumorous healthy pig liver model. The
materials and procedures have already been described (13).

Briefly, 15 adult male Yucatan pigs (40 — 52 kg) were randomly assigned by a computer-
generated (weight-ordered) distribution to one of three groups: Group 1 was a control group
of unloaded DEB measuring 100-300 um. Group 2 consisted in DEB measuring 100-300 pm
and loaded with 37.5 mg DOXO/mL bead. In group 3, DEB measuring 700-900 um and
loaded with 37.5 mg DOXO/mL bead were used. A 6-F catheter was inserted into the femoral
artery and placed into the common hepatic artery. A 3-F microcatheter was then passed and
advanced into the left hepatic lobe. Beads were administered slowly until stasis under
fluoroscopy monitoring. The mean volume of beads injected was 2.0 mL per animal in the
control group and 2.75 mL in the two test groups, corresponding to a mean total dose of 103
mg DOXO administered. Three animals per group were euthanized 28 days after embolization
(D28) and two animals 90 days after embolization (D90). Livers were sampled, fixed in 10%
formalin, dehydrated and embedded in paraffin blocks. For each paraffin block, three
consecutive 5um thick sections were cut with a microtome: one section for doxorubicin
quantification in DEB, one section for doxorubicin quantification in tissue and one section for
histological assessment.

Doxorubicin concentration in DEB

Because the concentration of drug loaded inside the bead is high (micromolar) and may
cause quenching, i.e. reduction of the DOXO fluorescence, we used infrared rather than
fluorescence microspectroscopy to quantify the drug in the DEB.

Infrared microspectroscopy

A liver section was deposited on a calcium fluoride slide (Crystran Ltd, Poole, UK)
suitable for infrared transmission analysis. Sections were analyzed with a Fourier transform
infrared (FTIR) microspectrometer (Spectrum Spotlight 300, Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France) as previously described (19). An IR image of each bead on the tissue section was
produced using the following parameters: 4000-820 cm™ spectral range; 4 cm™ spectral
resolution; 6.25 um/pixel spatial resolution; 2 scans/pixel. These conditions allowed good
quality spectra with reasonable acquisition time (90 min to map a 1x1 mm? surface).
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Quantification

FTIR images were processed with Spotlight 1.0.0 (Perkin Elmer) and Opus 5.5 (Bruker
Optik GmBH, Germany) softwares. Twelve spectra homogeneously distributed over the DEB
were extracted from the FTIR image and averaged to calculate the mean spectrum of each
bead. The processing of the extracted spectra was adapted from protocols develoPed in our
laboratory (20 , 21) and included smoothing, cutting between 1900-900 cm™, baseline
correction and standard normal variate transformation. Absorbance A was measured on one
peak characteristic for the polymer (1040 cm™) and one peak characteristic for the drug (988
cm™), and the band ratio Aggs/A10s0 Was calculated. DOXO concentration in the bead
(beadCpoxo) was then assessed using standard Cpoxo = f(Agss/A1040) Calibration curves.

Calibration

Sections of DEB with known concentration of DOXO were used as reference. Reference
DOXO-DEB were processed similarly to tissue samples and analyzed with infrared
microspectroscopy following the same procedure. The lowest limit of quantification (LLOQ)
was determined to be 1 mg/mL. Aggs/A1040 = f(Cpoxo) curve was linear in the concentration
range 1 — 25 mg/mL, with a determination coefficient R?2=0.981.

Doxorubicin concentration in tissue

Microspectrofluorimetry

A liver section was laid on a glass slide and analyzed with a microspectrofluorimeter (V45
Dilor, JobinYvon-Horiba) coupled to an argon ion laser at 488 nm excitation (Spectra
Physics, Evry France). Fluorescence emission spectra were recorded linearly every 20um
from the edge of the bead occluding the vessel up to 600 um from the bead.

Quantification

As previously described (17), the fluorescence signal (F) arising from a tissue impregnated
with DOXO can be considered as composed of an intrinsic tissular contribution Fisse and
contribution of the drug itself Fpoxo : F = Fpoxo + Ftissue-

Each contribution has a characteristic spectral shape and is proportional to the
concentration of the suitable species. Fissue and Fpoxo Were determined for each spectrum
recorded with reference spectra of normal liver tissue and a solution of free DOXO by direct
least squares (LabSpec 4.10, Jobin-Yvon, Horiba). DOXO concentration in the tissue
tissCpoxo Was then calculated from Fpoxo using standard Cpoxo = f(Fpoxo) calibration
curves.

Calibration

Calibration was performed using standard collagen type | phantoms (18) loaded with
different concentrations of DOXO (2.5mg/mL, Teva PHARMA, Puteaux, France) from 10nM
to 10uM. DOXO contribution to total fluorescence Fpoxo was determined as described above
and plotted against the Cpoxo in phantom. The lowest limit of quantification (LLOQ) was
determined to be 50nM. Fpoxo = f(Cpoxo) curve was linear in the concentration range 50nM
— 7.4uM, with a determination coefficient R?=0.994.
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Tissue lesions

The liver sections for histology evaluation were stained with hematein eosin saffron (HES)
and observed with an optical microscope (Leitz Diaplan, Leitz, Kremlin Bicétre, France).

For each embolized vessel found on HES slide, the tissue adjacent to the bead was
classified in 3 categories: normal liver parenchyma / fibrotic tissue / coagulative necrosis.
Observations were performed with an objective magnification of x10 and an eyepiece of
x12.5 magnification containing a calibrated micrometer.

Tissue lesions and DOXO concentrations, measured on two successive slices, could be
compared statistically.

Statistics

All parameters were statistically compared according to DEB group and according to time
using non parametric tests (Mann Whitney MW, Kruskal Wallis KW and Chi-square Chi?).
Statistical analyses were performed using Statview SAS 5.0 (SAS Institute, Cary NC, USA).
The level of significance was defined as P<0.05 for all tests.

Results

Doxorubicin concentration in DEB

A total of 103 beads were analyzed, 13 beads in the control group 1, 76 beads in group 2
and 14 in group 3 (Fig 1 & 2).

No DOXO was detected in any DEB from the control group 1.

DOXO was detected in both small-sized 100-300 um DOXO-DEB (group 2) and large-
sized 700-900 um DOXO-DEB (group 3). For small beads, the mean concentration of DOXO
in DEB was 22.5 mg/mL at 28 days and 4 mg/mL at 90 days, and was significantly different
between the two time points (P<0.0001; Mann-Whitney). For large beads, the mean
concentration of DOXO in DEB was 15 mg/mL at 28 days and 4 mg/mL at 90 days, with a
significant decrease over time (P=0.0240; Mann-Whitney)

The concentration of DOXO in the DEB was not significantly different between the 2 sizes
of beads at D28 (P=0.0975; Mann-Whitney) or D90 (P=0.0767; Mann-Whitney). Regardless
of the size of injected beads, these levels correspond to a percentage of drug release of 43 %
of the initial loaded dose at D28, and 89 % at D90.
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Figure 1. DOXO quantitative mapping in the DEB.
(top) Unstained tissue section of a vessel occluded by 5 DOXO-DEB (100-300 um, D28). (bottom) Infrared
microspectroscopy image of DOXO inside the DEB. Scale bar: 70pum.
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Figure 2. DOXO concentration in DEB at D28 and D90 for the two sizes of DEB.

DOXO concentration was measured on 68 beads at D28 and 22 beads at D90. Dotted line: LLOQ (1mg/mL).
The concentration of DOXO inside DEB was not significantly different between the two sizes of DOXO-DEB at
either time point. DOXO concentration in the beads decreased significantly with time.
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Doxorubicin concentration in tissue

A total of 220 DOXO profiles were recorded around different DEB, 14 profiles in control
group, 177 profiles in group 2 and 29 profiles in group 3 (Fig 3 & 4).

(yrl) uonenuasuod OXOA

Figure 3. DOXO quantitative mapping in the tissue around DEB.
(left) Unstained tissue section of a vessel occluded by 4 DOXO-DEB (100-300 um, D28). (right) Fluorescence
microspectroscopy image of free DOXO around the same vessel. Scale bar: 50um.
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Figure 4. DOXO concentration profile in the tissue around DEB for group 2 and group 3.

DOXO concentration was measured on 110 different profiles at D28 and 21 profiles at D90 in group 2, and 67
profiles at D28 and 8 profiles at D90 in group 3. Dotted line: LLOQ (50nM). The tissCDOXO decreased with
the distance to the bead for both sizes of DOXO-DEB. The tissCDOXO decreased over time in both size groups.
The tissCDOXO was higher around large than small beads at both time points.
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DOXO was never detected around control beads (group 1).

In group 2 at D28, tissCpoxo decreased with the distance to the bead surface from 3.25 uM
to 0.55 uUM. The mean tissCpoxo Was 1.05 UM in the field of observation. At D90, tissCpoxo
varied between 1.55 pM and 0.60 puM with the distance to DEB. The mean tissCpoxo was
0.75 uM and was significantly lower than at D28 (P=0.0004; Mann-Whitney).

In group 3 at D28, tissCpoxo decreased from 6.80 uM to 0.90 uM with a mean value of
2.05 uM and from 2.60 uM to 0.70 uM at D90 with a mean value of 1.25 uM. The decrease
of tissCpoxo from D28 and D90 did not reach statistical significance (P=0.2416; Mann-
Whitney).

The mean tissCpoxo Was significantly higher in large size (group 3) than in small size
(group 2) DOXO-DEB at both D28 (P=0.0023; Mann-Whitney) and D90 (P=0.0319; Mann-
Whitney).

Tissue lesions

The lesions of the tissue adjacent to each bead were classified in 3 categories: normal liver
parenchyma, fibrotic tissue or coagulative necrosis (Table 1 & Fig 5).

Figure 5. DEB associated with (a) normal liver parenchyma (group 1, D28), (b) fibrotic tissue (group 2, D28), or
(c) coagulative necrosis (group 2, D90). Scale bar: 100pm.

In the control group at D28, 100 % of the analyzed beads were associated with normal
liver parenchyma. At D90, 67 % were associated with normal liver and 33 % with fibrotic
tissue. These percentages were not statistically different between the two time points
(P=0.2432, Chi?).

At D28, small DOXO-DEB (group 2) were associated with coagulative necrosis (58 %
bead), fibrotic tissue (41 %) and normal liver (1 %). At D90, the presence of coagulative
necrosis decreased down to 12 % of the DEB while the presence of fibrotic tissue and normal
liver increased up to 81 % and 7 % of the beads, respectively. The tissue modifications
between the two time points was statistically significant (p<0.0001, Chi2). The percentages of
coagulative necrosis, fibrotic tissue and normal liver were significantly different between
group 2 and control group 1 at both time points (p<0.0001 at two time points, Chi?). There
was more necrosis, more fibrosis and less normal liver in DOXO-DEB groups than in control
group.
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At D28, 19 % of large DOXO-DEB (group 3) were associated with coagulative necrosis
and 81 % with fibrotic tissue. No normal liver was observed. At D90, 100 % of the DEB were
associated with fibrosis. These percentages were not statistically different between the two
time points (P=0.4545, Chi?).

The occurrence of coagulative necrosis, fibrotic tissue and normal liver was significantly
different between group 2 and group 3 at D28 (P=0.0036, Chi2) with more necrosis and less
fibrosis in group 2 than in group 3. The percentages were not significantly different at D90
(P=0.3911, Chi?d).

Table 1. Lesions of the tissue surrounding the DEB-occluded vessels.

coagulative fibrotic normal

necrosis tissue liver
D28 o o o
Unloaded DEB (n=6) 0% 0% 100%
100-300um
(group 1) (r]ig,)‘l) 0% 3% 67%
D28 . , )
DOXO-DEB (n=105) 58 % 41 % 1%
100-300um
(group 2) (1113:96‘1) 12 % 81 % 7%
D28 ) ) )
DOXO'DEB (n:2 1) ]-9 on S ]. Q’O 0 Q’O
700-900um
(group 3) (Efg) 0% 100% 0%

Doxorubicin concentration and tissue lesions

There was a significant difference in the concentration of DOXO found in coagulative
necrosis, fibrotic tissue and normal liver parenchyma at both time points and for both test
groups (Fig 6).

At D28, in the group 2 of small DOXO-DEB, the mean tissCpoxo Was higher in
coagulative necrosis (1.45 pM) than in fibrotic tissue (0.55 uM) and normal liver (<LLOQ)
(P<0.0001; Kruskal-Wallis). These concentrations did not evolve significantly with time, and
the difference between the 3 types of tissues was still statistically significant at D90
(P<0.0001; Kruskal-Wallis).

At D28, in the group 3 of large DOXO-DEB, the mean tissCpoxo Was also higher in
necrosis (4.80 uM) than fibrosis (1.40 uM) (P=0.0054; Mann-Whitney).

The tissCpoxo was higher for large beads than small beads in coagulative necrosis
(P=0.0046; Mann-Whitney) and fibrotic tissue (p<0.0001; Mann-Whitney).
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Figure 6. Mean DOXO concentration in normal liver, fibrotic tissue and coagulative necrosis in group 2 and
group 3.

DOXO levels in normal liver parenchyma were always below the LLOQ (dotted line). The concentration of
DOXO was higher in necrotic tissue than in fibrotic tissue for both group 2 and 3 (p<0.0001 and P=0.00054
respectively; Mann-Whitney). In the two groups, the concentration of DOXO in each type of tissue was not
significantly different between the two time points (p>0.05; Mann-Whitney).

Discussion

Doxorubicin  loaded LC/DC Bead™, DOXO-DEB, are proposed for the
chemoembolization of liver tumors, with the aim of providing a prolonged drug delivery, with
a high diffusion of drug from the bead into the surrounding tissue, and local concentrations
above the cytotoxic threshold.

Long term release

One in vivo study suggested that DOXO-DEB could release the anticancer drug for a
period of time that covers 14 days following embolization (14). The elution properties of the
bead were however not investigated at longer time points. The present work provides the
demonstration that DOXO-DEB can in fact carry and release the drug in the embolized tissues
over at least 3 months after embolization. The beads have released 43 % of their initial load at
one month, and 89 % at 3 months, which is in good agreement with the in vitro elution tests
predicting a 50 % elution in 2 to 3 months (10, 11). Our quantification of the drug inside the
bead also reveals that the percentage of drug release is not different between 100-300 pm and
700-900 um DEB at the two time points. The effect of bead size on the sustained properties of
DOXO-DEB has never been investigated in vivo. In vitro testings have given divergent results
depending on the experimental set up (10). In a simple beaker model where beads are placed
in a dissolution medium under agitation, large beads showed a significantly slower release
than the small beads, due to their relative lower surface of exchange. In the T-apparatus
model, consisting of a closed loop system with a low flow rate and a low volume of elution
medium to better mimic the in vivo conditions, there was no evident effect of bead diameter.
In such experimental conditions, the solubility of DOXO and the amount of drug circulating
in the system limit its delivery from the DEB, and overrule the influence of the area of bead
exchange surface. The present in vivo data are consistent with the predictions of this latter in
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vitro model and show that no difference in the duration of drug release should be expected
between the different calibres of DEB in vivo after embolization.

Drug diffusion from the DEB

The profile of DOXO tissue concentration reveals that, once eluted, the drug diffuses
around the embolic up to a distance of 600 um from the bead edge (the maximum distance
evaluated in our study). Considering that the drug level is still well above the limit of
quantification at that distance, we assume that the impregnation of the tissue with DOXO may
cover an area of at least one millimeter in radius around the embolized vessel. The
concentration profile of DOXO shows two distinct parts: a rapid decrease in the first 100-200
pum surrounding the beads, followed by a very slow diminishing over the next 400-500 pm.
The tissue distribution profile of drug eluted from loadable implants generally shows a much
more gradual decrease when the drug transport is governed by diffusion and elimination only
(22-24). The abrupt fall of drug concentration observed here evokes the presence of barriers to
drug diffusion (25, 26). This hypothesis could be thoroughly confirmed by comparing our
experimental data to theoretical models of drug transport

Drug tissue concentration and cytotoxic levels

The mean tissue concentration of DOXO in the area of observation ranges between 0.75
and 2.05 uM. In a liver Vx2 model embolized with DOXO-DEB, Hong et al. have reported
drug tumor concentrations of 413 uM (413 nmol/g tissue) and 41 uM (41 nmol/g tissue) after
3 days and 14 days respectively (14). These concentrations can hardly be compared with our
own measurements, which were performed one month and three months after embolization.
Moreover, these authors employed a completely different method for DOXO quantification,
based on homogenized samples which may retain thousands of drug loaded beads. By using
tissue homogenates, it cannot be excluded that the measured drug concentration corresponds
to the sum of drug concentrations in tissue and in beads.

Our data show a 30-40 % decrease of tissue DOXO concentration between one and three
months. This decrease is due to the emptying of the drug reservoir in the DEB, as
demonstrated here, and advocates a progressive wash out of the drug from the tissues. That
the large beads provide higher tissue levels of DOXO than the small beads can be explained
by the fact that they initially contain higher amounts of DOXO (same concentration of
loading).

The concentrations of drug obtained around the embolics were further compared with the
levels known to have significant biological effects, i.e. for the antineoplastic DOXO, an
antiproliferative effect, evaluated with the half maximal inhibitory concentration (ICsp), or a
direct cytotoxicity, evaluated with the half maximal effective concentration (ECsg). Animal
and human reports were included in the search, with a particular interest in studies using with
prolonged exposure time (>1 day) to better approximate the sustained delivery of DOXO-
DEB. Two studies on rat hepatocytes cell cultures have described ICso between 1 uM and 1.8
MM (27, 28). Review of the literature failed to yield any report on the antiproliferative or toxic
effects of DOXO on healthy liver cells from pig or human. In cultures of human hepatoma
cells (HepG2), ICs, ranged between 0.42 uM and 54 M depending on the time of incubation
(29, 30). Finally, Chuu et al. have shown in hepatocellular carcinoma explants that DOXO
had an ICso of 0.97 uM and an ECs, of 3.06 uM (31). Taken altogether, these data suggest
that the levels of DOXO measured here between 0.75 pM and 2.05 puM are in the
antiproliferative / cytotoxic range respectively.
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Tissue modifications induced by DOXO-DEB

The modifications of the tissue adjacent to the bead were evaluated at two time points after
implantation. After one month, DOXO-DEB are associated with a coagulative necrosis of the
adjacent liver parenchyma. DOXO may have a direct toxic effect or induce apoptosis of the
treated cells (32-34), resulting in both cases in the necrosis of the tissues (35). As no necrosis
is observed around control unloaded DEB, this modification reflects the efficacy of solely the
drug. The presence of these lesions confirms that the tissue concentration of drug at one
month is in the cytotoxic range.

At one month, small beads are more often associated with coagulative necrosis of the
surrounding tissue compared to large beads. This difference is obviously not related to a
difference in the tissue drug concentration at this time point, since we measured lower DOXO
concentrations around small beads than around large beads. The tissue concentration of drug
might have been different around the two sizes of DEB some time before one month. While
the present study did not include a shorter time point, a pharmacokinetics experiment
comparing the two sizes of DOXO-DEB suggested a higher burst release with 100-300 pm
beads than 700-900 um beads (13). One should also consider that the two calibres of DEB are
located in very different structures: 700-900 pum occlude large vessels in proximal portal
spaces with high flow in the adjacent portal vein, while 100-300 um beads penetrate more
distally in the arterial branches and locate in vessels closer to hepatic lobules and sinusoids.
All these discrepancies may lead to different drug release, drug clearance and different effects
of the two sizes of DEB.

After three months, the evolution of tissue lesions is not different between the calibres.
There is a less important coagulative necrosis around DEB than at one month, and an increase
of the fibrotic tissue. This fibrosis may originate from the resorption of drug-induced necrosis
coupled to its replacement by a scar type fibrotic tissue (36), and from the foreign body
reaction, common to all types of embolization particles (37-39) and which isolates the implant
in a fibrotic capsule. This evolution of the tissue lesions suggests that the local drug
concentration has fallen under the cytotoxic levels.

Interactions between drug release and tissue modifications

DOXO delivery modifies the tissue around the DEB and these modifications may alter in
return the drug diffusion from the DEB. Thus, we found that the necrotic tissue is associated
with higher concentrations than fibrotic tissue and normal liver parenchyma. Au and others
have shown in tumor histocultures that the penetration of DOXO was enhanced after a
prolonged exposure to the drug, which induces cell death and decreases cell density (25, 40).
At the tissular level, Gao et al. have confirmed that the concentration of DOXO was higher in
necrotized liver parenchyma than in intact tissue because of reduction of drug washout, drug-
cell interactions and drug metabolism (41). On the opposite, the lower concentration found in
the fibrotic tissue may be related to the impairment of DOXO diffusion in collagen (18),
causing the fibrous capsule around the implant to act as a possible barrier to drug penetration
(26).

Clinical relevancy

Clinically, the choice of beads sizing 100-300 um in diameter seems relevant for HCC
embolization. The present work has further confirmed the interest of small DOXO-DEB,
showing they provide 1) a sustained release of drug for at least three months, 2) an
impregnation of the surrounding tissue over an area which is 6 times larger than the bead, 3)
local concentrations which are obviously cytotoxic.
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Beads with a diameter of 700-900 um are probably too large to penetrate inside the tumor
vasculature. However beads of this caliber or intermediate caliber may be injected in the
chemoembolization procedure to occlude proximal vessels and complete devascularization.
The use of drug loaded beads or non-loaded beads in such case can be discussed. One should
be aware that, despite less evident necrotic effects, large DOXO-DEB also provide potentially
cytotoxic over a wide surface around the beads and a long period of time.

One limitation of this work is that no tumor was present in the liver of the animals. There
are reasons to believe that the drug delivery and the efficacy of DOXO-DEB could be
different in a cirrhotic tumor-bearing liver, including a different vascular supply (42), a
different permeability of the drug in the tumor (43, 44) and a different sensitivity of cancer
cells to DOXO (43). A study has been initiated on human hepatocellular carcinoma resected
at different time points after DOXO-DEB embolization (45), to assess the concentration and
impregnation of DOXO released from the DEB in a hepatic tumor.

From this study it is clear that DOXO released from DEB post embolisation has a
significant cytotoxic effect on the tissue, different to the effects of the beads alone. The
DOXO diffuses into the tissue to a range in excess of 600 um from the bead surface and is
present in the tissue at levels above its 1Cso for up to 90 days or more. LC/DC Bead™ is
therefore effective at delivering a localized dose of DOXO at therapeutic levels over a high
distance from the embolisation site for an extended period of time of several months.
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2.4 Libération tissulaire dans des foies humains porteurs de CHC

Article n°3: Drug eluting beads for the treatment of HCC : analysis of doxorubicin
concentration and distribution in liver explants.. J. Namur, S. J. Citron, M. H. Dupuis, M.
T. Sellers, M. Manfait, M. Wassef, A. Laurent. (en rédaction).

2.4.1 Travaux antérieurs sur la chimiosphere de doxorubicine

Plusieurs études de phase 11 sont actuellement menées pour vérifier la tolérance des DOXO-
DEB chez des patients atteints de CHC non opérables (Poon 2007; Varela 2007; Malagari
2008). Une étude de phase Il a également été lancée, comparant 1’efficacité des
chimiospheres a celle de la procédure de chimioembolisation classique avec lipiodol (Lammer
2009). L’équipe du Dr S.J. Citron du Piedmont Hospital a Atlanta USA a proposé d’utiliser
les DOXO-DEB chez des patients éligibles a la chirurgie en attente de transplantation (Citron
2008). L’objectif est de stabiliser 1’état de ces patients afin d’éviter les sorties de liste. Cette
étude a fourni des prélévements de foie atteints de CHC que nous nous sommes proposés

d’analyser par microspectroscopies optiques.

2.4.2 Objectif

Notre travail visait a confirmer les résultats obtenus sur modeéle animal non tumoral a
savoir que les DEB pouvaient libérer leur contenu médicamenteux sur une période de

plusieurs semaines et a des niveaux cytotoxiques dans des foies porteurs de CHC.

2.4.3 Matériel et méthodes

Nous avons utilisé les prélevements de foie réalisés chez 9 de ces patients. Au total, 6 patients
ont été intégrés a I’étude, avec des temps d’explantation s’échelonnant de 8 heures a 36 jours
apres embolisation. Nous avons éliminé 3 patients, deux patients ayant subi plusieurs séances

de traitements aux DOXO-DEB et un patient ayant été transplanté a un délai beaucoup plus
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long et pour lequel seules 4 billes ont été retrouvées. Deux coupes fines jointives ont été
effectuées sur des prélevements fixés en formol et inclus en paraffine. La premiére coupe a
été analysée par microspectrofluorimétrie pour déterminer la concentration de doxorubicine
dans le tissu autour des billes et la seconde coupe a été colorée par 1’hématéine-€osine-safran
(HES) pour évaluer les Iésions histologiques autour des billes. Les résultats ont été regroupes
par délai pour analyse statistique : 8 heures (1 patient), 9 a 14 jours (3 patients) et 32 a 36
jours (2 patients).

2.4.4 Résultats

Les billes sont retrouvées a la fois dans la tumeur (42 %) et dans le foie non tumoral
environnant (58 %). La DOXO a été retrouvée dans le tissu autour des billes chez tous les
patients, avec une diminution au cours du temps (Figure 35). Les concentrations tissulaires
d’anticancéreux sont trés supérieures aux doses cytotoxiques rapportées dans des cultures de
prélevements de tumeurs CHC (Chuu 2007) pendant les 2 premiéres semaines suivant
I’embolisation, et du méme ordre de grandeur 1 mois aprés ’intervention. La pénétration
tissulaire du médicament depuis la bille est de 1’ordre du millimétre, comme suggéré par le
niveau élevé de DOXO retrouvé deés 8 heures a 600 um de la bille (la distance la plus longue
évaluée dans notre étude). Enfin les billes sont associées a une nécrose importante du tissu
environnant, et ne sont quasiment jamais trouvées dans du tissu tumoral viable (1 % des
billes), suggérant que les DOXO-DEB sont efficaces pour détruire les cellules tumorales
adjacentes. La concentration de médicament est plus élevée dans le tissu nécrotique que dans

le tissu non-nécrotique a un Mois, mais pas a 2 semaines.
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Figure 35 — Profils de distribution de la DOXO dans le tissu depuis le bord de la bille pour les

trois délais d’implantation.

2.4.5 Conclusion

Les résultats obtenus sur les prélevements de CHC confirment ceux obtenus sur ’animal. Les
DOXO-DEB remplissent a la fois leur role d’agent d’embolisation ciblé et de vecteur a
libération contrdlée : elles bloguent des vaisseaux intra et péri-tumoraux, et les niveaux de
doxorubicine libérés sont au dessus du seuil de toxicité pendant 14 jours, méme a distance de
la bille. L’effet anti-tumoral des DOXO-DEB pourrait étre di, a court terme, a 1’occlusion

vasculaire et a I’ischémie, et, a long terme, a la libération d’anticancéreux par la bille.
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2.4.6 Perspectives

Plusieurs éléments distinguent les modeles clinique et animal : I’architecture et la composition
du tissu du fait de la présence des nodules tumoraux et de la cirrhose sous-jacente, la
vascularisation par 1’artére hépatique et la veine porte ou encore la sensibilité des cellules
normales et tumorales a la doxorubicine. Il est surprenant de constater que les
concentrations, les profils et les lésions tissulaires sont assez proches entre les deux
modeles.

Ces données, obtenues sur un faible nombre de patient, devraient étre confirmées sur un plus
grand effectif. Deux études cliniques actuellement en cours, prospectives et randomisées, sont

susceptibles de nous fournir des préléevements de CHC traités par les DOXO-DEB.

Notre étude a émis une hypothése sur les mécanismes de 1’action anti-tumorale des billes
chargées, avec un effet prédominant de 1’embolisation a court terme et un effet a long terme
da a la libération prolongée de I’antinéoplasique. Cette hypothése devrait étre confirmée par
une étude comparative entre billes chargées et billes non chargées afin de clairement
différencier les effets de I’embolisation et ceux de la chimiothérapie. En clinique, 1’effet
additionnel ou synergétique de la chimiothérapie par rapport a une embolisation simple sans
anticancéreux (TAE) n’a pas encore été démontré (Llovet 2002). Certaines équipes ont
proposé de traiter les CHC par TAE pour éviter certaines complications liées a I’utilisation
d’un cytotoxique (Rand 2005; Osuga 2008). Il semble cependant que la réponse tumorale a ce

traitement ne soit que transitoire.

Nous disposons désormais des outils permettant la caractérisation in situ de
chimiosphéres chargées en doxorubicine. Il serait maintenant intéressant :

d™ étudiées ici a celles de

e de comparer les propriétés des chimiospheres DC Bea
I’autre chimiosphére chargeable en doxorubicine, HepaSphere™ ;

e de comparer le résultat du dosage par microspectrofluorimétrie avec une autre
méthode de quantification, telle que le microprélévement direct / MEKC sur lame

histologique établi trés récemment par Wang et al. (Wang 2009).
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Drug eluting beads for the treatment of HCC : analysis of doxorubicin
concentration and distribution in liver explants
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Michel Wassef®, Alexandre Laurent®.
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United States, *Pathology, Piedmont Hospital, Atlanta, GA, United States, “Transplantation
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Paris, France, °Neuroradiology, Lariboisiere Hospital, Paris, France.

Introduction

Primary hepatocellular cancer (HCC) is the fifth most common cancer in the world and
third most common cause of cancer-related death (1). Recent estimates predict the incidence
of HCC will show a major increase in the USA over the next decades (2). At present day, the
only curative treatments are resection, liver transplantation, and percutaneous ablation.
However 60-70 % of patients with HCC are not eligible for these therapies because of
advanced stage disease (3), urging the need for other treatments.

Transarterial chemoembolization (TACE) recently demonstrated significant improvement
of tumor response and patient survival compared to symptomatic treatment (4, 5). TACE
consists of the selective catheterization of the hepatic artery branches feeding the tumor
followed by the injection of an antineoplasic drug and an occlusive agent. The
reduction/halting of blood flow increases the in situ dwell time and concentration of drug
inside the tumor (6).

While clear recommendation have been edited on which patient should be treated by
TACE (7), there is still no consensus on how to perform the procedure. The optimal strategy
would allow the monitoring of the distribution, the time and the amount of drug delivery to
the tumor.

To this aim, most clinicians mix the chemotherapeutic with ethiodized oil (lipiodol) based
on the observation that lipiodol favors drug uptake and retention in tumor tissue (8-12), two
factors positively correlated to patient survival (13).

However the use of lipiodol as a drug carrier in TACE procedure seems at odd with
regards to the objective of a controllable procedure. The mixture of a water soluble drug and
an oily contrast agent forms an emulsion. The deposition of the preparation in tumor
vasculature is mainly determined by its nature (oil in water/ water in oil emulsion) and the
size of oily droplets. Large-droplets water in oil emulsions show a specific accumulation in
tumor tissue while small-droplet oil in water emulsions lead to a low tumor uptake and a high
systemic passage (14, 15). However these parameters can hardly be monitored
extemporaneously by the clinician. Second, the liberation of the drug from its oily carrier is
difficult to control. The emulsion obtained by a simple agitation separates in two phases
within a few minutes (8, 16). Many solutions have been proposed to increase the stability and
prolong the release (a stronger agitation with a blender (14) or ultrasonicator (10, 17) or, or
the adding of various surfactants (8, 16, 18, 19)), but none has been implemented in clinical
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practice. The duration of drug delivery with these mixtures has in fact never been assessed in
situ after administration. The pumping method (repeated pulls and push between two
syringes) is most commonly used, although it is barely reproducible and does not guarantee a
controlled release (14, 19). Finally, a few studies have measured quantitatively the amount of
drug delivered to the tumor after lipiodol TACE, but they have all been performed on tissue
homogenates (9, 10, 17). The release of the drug from lipiodol in vivo in the tissue is still a
theory, not a fact.

Drug eluting beads (DEB) are presented as a new approach to offer a standardized and
reproducible TACE procedure, and overcome the limitations of lipiodol. The innovation is
that the chemotherapeutic is loaded directly inside the embolic, serving as an occlusive agent
and a drug vector at once.

The theoretical advantages of such an approach are attractive: 1) DEB are calibrated which
potentially allows to monitor the distality of occlusion and their intra/extra tumoral location
(20); 2) the tissue distribution of the chemotherapeutic is firstly determined by the distribution
of the beads that will release the antineoplasic ; 3) the drug is loaded inside the DEB
extemporaneously at the dose chosen by the clinician; 4) the release kinetics can be
modulated by the chemistry of the DEB.

One DEB product (LC/DC Bead™) loaded with the antineoplasic doxorubicin (DOXO) is
currently investigated in the treatment of HCC in a phase Il clinical trial (21, 22).

In vitro, DOXO-DEB show a sustained release over several weeks (23, 24), comparable to
certain formulations of DOXO-lipiodol (ref). More interesting are in vivo animal data, where
DOXO-DEB have demonstrated to deliver their drug content to the target tissue for a period
covering at least 3 months after embolization, at levels leading to significant cytotoxic effects
(25, 26).

Before comparing their efficacy to conventional TACE in phase 111, the theoretical benefits
of DOXO-DEB mentioned above should now be thoroughly evidenced in vivo in HCC-
bearing livers.

The present work aimed to assess 1) the concentration and the distribution of DOXO
released by DEB and 2) the tissue lesions associated with the beads, in liver explants from 6
patients with hepatocellular carcinoma and transplanted at different time points after
embolization.

Material and Methods

Raw material

Doxorubicin hydrochloride was obtained as a solution for injection in 25mL vials at
2mg/mL concentration (Teva®, TevaClassics, Paris La Défense, France). Drug eluting beads
(DEB) were obtained hydrated in 2mL sterile vials (LC Bead® Biocompatibles UK Ltd, size
range: 100-300mm). DEB were loaded extemporaneously with DOXO solution prior to
embolization procedure at a fixed dose of 37.5mg DOXO /mL DEB.
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Liver samples
e Patient population

The clinical study was approved by the Investigational Review Board (IRB) of Piedmont
Hospital. The use of pathology samples was considered a retrospective study and was not
submitted to IRB approval

Six patients with histologically confirmed HCC underwent chemoembolization with
DOXO-DEB prior to liver transplantation. No patient had received sorafenib prior to
chemoembolization.

Table 1 — Patient baseline characteristics

Patient# Age Gender Etiology HCCstage Child-Pugh AFP Nlljgi%irsc’f dli\gr?wigt(leis(igr?w)
1 F C 1 3.9
2 F B 3 3.7
3 60 F B 14 1 4.0
4 39 M C 2 1 4.4
5 M B 22 4 2.8
6 53 F A 93 1 4.3

e Embolization and surgery procedures

Embolization procedure consisted of a transfemoral arterial access followed by selective
catheterization of the arterial supply to the tumor(s) with 3F microcatheter, pre-treatment
digital-subtraction angiography to confirm, followed by slow infusion of 2mL LC Beads
reconstituted within a 20mL syringe with non-ionic iodinated contrast medium and saline at a
2:1 mixture at a rate of 0.3-2mL/minute during intermittent fluoroscopic observation, slowing
as the embolization endpoint was approached to avoid reflux of the material into non-target
vessels. Occasional pre-treatment prophylactic embolization of non-target vessel, typically
the cystic artery, was performed with non loaded beads to avoid chemical cholecystitis.
Treatment endpoint was an embolization endpoint, consisting of stasis of flow within feeding
vessel(s) or completed delivery of maximum single-session dose of 4mL LC Beads containing
150mg doxorubicin.

The total dose of drug injected was 75 to 150mg, with a mean dose of 98.3+24.4mg. All
patients had a single session of embolization.

Liver transplantation was performed between 8 hours and 36 days after embolization, with
a mean time of 17.5+11days between embolization and surgery.

e Tumor treatment response

Tumor response to treatment was assessed by CT-scan prior to transplant by measurement
of residual viable tumor according to RESIST criteria. Follow-up CT scans showed complete
necrosis of 9/10 of treated lesions (4/5 patients) and partial response in 1/10 treated tumors.
CT scan was not available for 1/6 patient transplanted 8 hours after embolization. Pathology
analysis confirmed that no viable tumor was present on the liver explants from the patients
showing complete response on CT. A residual 0.5cm viable area within an otherwise necrotic
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7.5cm diameter nodule was found in patient showing partial response. No tumor necrosis was
found in histology for the patient transplanted after 8 hours due to the very early sampling
(27).

Procedure-related complications were seen in two patients and included two cases of
alopecia and one case of gangrenous cholecystitis which required hospitalization in intensive
care unit prior to transplant.

After a median post-transplant follow-up of 15 months (range 3.5-21 months), 7 patients
are alive. No patients have developed tumor recurrence during follow-up.

e Pathology sample procedure

Samples were taken on explanted livers from tumor bearing segments and at distance from
the tumor nodule(s). Samples were fixed in 10% formalin, dehydrated and embedded in
paraffin blocks. Two 5um thick sections were cut consecutively from block with a
microtome: one section for doxorubicin quantification and one section for pathology
assessment.

Doxorubicin tissue concentration

DOXO concentration in the tissue around the beads was assessed using
microspectrofluorimetry as previously described (26). The liver section was analyzed with a
microspectrofluorimeter (V45 Dilor, JobinYvon-Horiba) coupled to an argon ion laser
(Spectra Physics, Evry France) at A=488nm excitation (28, 29). Fluorescence emission spectra
were recorded linearly every 20um from the surface of the bead occluding the vessel up to
600um from the bead with an objective x10 magnification and 0.25 numerical aperture.
Contributions of DOXO and tissue to total fluorescence were separated with reference spectra
of each component by direct least squares (LabSpec 4.10, Jobin-Yvon, Horiba). The tissular
concentration of DOXO (tissCDOXOQ) was calculated from the fluorescence contribution of
DOXO with standard DOXO collagen phantoms and then plotted against the distance to the
DEB. The lowest limit of quantification (LLOQ) of the method was 50nM.

Pathology mesurements

The second liver histology section was stained with hematein eosin saffron (HES) and
observed with an optical microscope (Leitz Diaplan, Leitz, Kremlin Bicétre, France). The
diameter of the vessel and the number of beads occluding the vessel were measured as
previously described (30). For patient #1 whom did not show any tumor necrosis, the
intra/extratumoral location of the beads was evaluated. For the 5 other patients whom
evidenced significant necrosis of the embolized area and tissue modifications, the
intra/extratumoral location could not be assessed. For these patients, the tissue adjacent to the
bead was further classified in 4 categories: viable tumor / cirrhotic liver / fibrotic tissue /
coagulative necrosis. Measurements were performed with a objective magnification of x10
and an eyepiece magnification of x12.5 containing a calibrated micrometer.

Statistics

tissCDOXO and pathology measurements were compared statistically using non
parametric tests Mann Whitney (MW), Kruskall Wallis (KW) and Chi-square (Chi?) (Statview
SAS 5.0). The level of significance was defined as p<0.05.
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Results

Number of beads per vessel and vessel size

A total number of 77 vessels occluded by DEB were evaluated. There was a median number
of one bead per occluded vessel, and a mean value of 1.7+£1.2 bead per vessel (range 1-7). The
mean diameter of occluded vessels was 399+272 um with a median value of 330 pm.

DOXQ tissue concentration

A total of 162 DOXO profiles were recorded around different DEB (Figure 1). DOXO
profiles were compared between time points of explantation classified as 8 hours (1 patient/
57 profiles), 9-14 days (3 patients/ 55 profiles) or 32—-36 days (2 patients/ 50 profiles).
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Figure 1 — DOXO concentration profile in the tissue around the DEB 8 hours, 9-14 days and

32-36 days after DOXO-DEB embolisation. Dots: mean value; Bars: standard error.

DOXO was detected in the tissue around DEB for all times of explantation.

After 8 hours, tissCDOXO decreased with the distance to the bead surface from 8.45uM to
3.55uM at a distance of 600um from the bead. The mean tissCDOXO in the field of
observation was 5.00+3.45 puM.

For livers explanted between 9 and 14 days, tissCDOXO varied between 4.50uM and
1.40uM from the edge of the bead. The mean tissSCDOXO was 2.10+1.70 uM and was
significantly lower than at 8 hours (p<0.0001; Mann-Whitney).

After 32 - 36 days, tissSCDOXO decreased from 1.55uM to 0.45uM with the distance to the
DEB. The mean tissCDOXO was 0.65+0.50 uM and was significantly lower than after 1 day
(p<0.0001; Mann-Whitney) or after 9 - 14 days (p<0.0001; Mann-Whitney).
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Pathology

In patient #1, 42% of the vessels occluded by DEB were located inside the tumor and 58%
were located outside the tumor in cirrhotic liver (Figure 2.A).

For the 5 other patients, DEB were surrounded with coagulative necrosis in 39% of cases,
fibrotic tissue in 56% of cases, liver parenchyma in 4% of cases and tumor tissue in 1% of
cases (Figure 2.B). The tissue modifications around the DEB were not significantly different
between 9-14 days and 32-36 days (p=0.1030; Chi?).

The bead surrounded with tumor tissue was found in patient #4 presenting a 0.5cm viable
area. It was the only DEB found in the tumor nodule.

intratumoral coagulative

necrosis

fibrotic

- ‘e V¥ tissue
Figure 2 — A) DOXO-DEB inside a tumor nodule (8 hours); B) DOXO-DEB in coagulative
necrosis (32 days) (HES staining, scale bar : 300 um).

Pathology and DOXO concentration

The concentration of DOXO was compared between necrotic and non-necrotic tissues
(viable tumor, fibrotic tissue and liver parenchyma) (Figure 3).

Drug concentration was not significantly between necrotic and non-necrotic tissue at 9-14
days (p=0.7363; Mann Whitney), but was significantly higher in necrotic compared to non-
necrotic tissue at 32-36 days (p=0.0032; Mann Whitney).

The concentration of DOXO decreased significantly between 9-14 and 32-36 days both in
necrotic (p=0.0090; Mann Whitney) and non necrotic tissues (p<0.0001; Mann Whitney).
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Figure 3 — Mean DOXO concentration in necrotic and non necrotic tissue 9-14 days and 32-
36 days after DOXO-DEB treatment.

Discussion

The rationale for using DOXO-DEB in TACE procedure with the objective of tumor
killing is based on the following assumptions : 1) the distribution of the beads can be
controlled, so intratumoral/extratumoral vessels can be targeted, 2) the vector does deliver its
chemotherapeutic load locally, for a long time and at cytotoxic levels, 3) this release results in
the necrosis of the target tissue.

Good embolization bead

The present work first demonstrates that DOXO-DEB act as an embolic with a controlled
size. The particles occlude vessels with a diameter corresponding to their caliber, they are
found in most cases as a single bead occluding the vessel and do not aggregate to block
proximal arterial branches.

Hence DOXO-DEB fulfill their first requirement as a calibrated embolic agent and it can
be expected that the repartition of the drug loaded bead within or in the periphery of the tumor
can be monitored by selecting a proper size of beads. Our data further suggest that the use
DEB measuring 100 to 300 um in diameter allows penetrating inside the tumor nodule, since
42% of DEB seen on tissue samples from patient #1 are found inside the lesion.

The intra/extratumoral distribution of DEB could not be confirmed in other patients due to
major tissue modifications in the embolized area. A general statement on which caliber is best
adapted for HCC embolisation should be assessed in dedicated studies on a higher number of
cases.
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Controlled release system

The location of the beads will further determine the distribution of the drug, as evidenced
by the decrease of DOXO concentration with the distance to the bead edge. The drug diffuses
radially in the tissue around the implant and each bead impregnates an area of at least 1.2mm
in diameter with chemotherapeutic. DOXO diffusion might cover a surface even larger,
considering that drug level at that distance is still high above the limit of quantification during
the two first weeks.

Time of delivery

At the 8 hours time point, tissue concentration of DOXO is maximum (5.00 pM) and
remains high at two weeks (2.10uM) and one month (0.65uM). These results evidence that
DOXO delivery from the DEB starts within the first hours following the injection and is
maintained for a period of at least one month after treatment.

DOXO concentration

Interestingly, Hong et al. have reported, in a rabbit liver carcinoma model, tissue drug
concentrations of 413uM (413 nmol/g tissue) after 3 days and 41uM (41nmol/g tissue) after
14 days (25). These levels are much higher than those reported in HCC at similar time point,
and two facts may account for such discrepancy. The dose injected in the animal model was
much higher than the dose used in the present clinical study relatively to the size of the
animals. Moreover, these authors employed a completely different method for DOXO
quantification, based on homogenized samples which may retain thousands of drug loaded
beads. By using tissue homogenates, it cannot be excluded that the measured drug
concentration corresponds to the sum of drug concentrations delivered to the tissue and still
retained inside the beads. On the other hand, Namur et al. have measured, in a non-tumorous
pig liver, mean DOXO tissue concentrations of 1.05 uM and 0.75 pM, one month and three
month after DEB treatment respectively. The levels obtained here in HCC confirm these
experimental data, only the concentrations are slightly higher in the present study because
measured at shorter time points.

The question arises as to whether the concentrations of drug achieved around the embolics
are clinically relevant, in other words if they are high enough to induce the desired cytotoxic
effect. The levels measured around DEB in HCC in situ were compared with the levels
reported to have significant biological activity on human hepatoma cells in vitro. The activity
of antineoplasic drugs is generally assessed through their antiproliferative effect, measured by
the half maximal inhibitory concentration (IC50). The IC50 of DOXO on HeP-G2 cells,
decreasing with the time of contact between the drug and the cells, is 110uM after 5 min of
drug incubation (31), 7.9uM after 6 hours of incubation (32), 0.92uM after 1 day (33) and
0.42 after 3 days (34). By comparison, drug concentrations found here in embolized HCC
were 5.00 uM after 8 hours, 2.10 after 10 days and 0.65uM after one month, suggesting the
delivery of DOXO from the DEB may lead to antiproliferative effect.

In histocultures of explanted HCC, Chuu et al. have reported IC50 of 0.97uM after 4 days
of incubation, and further showed that the drug caused cell death at a concentration of
3.06uM (35). So DOXO released by DEB may also have a pharmacological effect through a
direct cytotoxicity on the cells surrounding the beads.
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Tissue modifications

Pathological analysis shows major tissue modifications around the DEB, mainly
characterized by a coagulative necrosis and a fibrotic tissue. The necrotic effect of DOXO-
DEB supposedly reflects the pharmacological effect of the drug measured at biologically
active concentrations, but may also result from the embolization itself (36) (ref).

The fact that DOXO concentration was measured at similar levels in necrotic and non-
necrotic areas 2 weeks after embolization suggests that the initial necrotic effect of DOXO-
DEB is not determined by the tissue level of drug. It rather supports the hypothesis of
ischemia. On the other hand, ischemia induced necrosis is usually resolved in a few days (ref)
so the persistence of coagulative necrosis over one month rather support the efficacy of the
drug. Taken altogether, these findings suggest that vessel occlusion might be initially
predominant in the efficacy of DOXO-DEB while the delivery of therapeutic levels of drug
for a sustained period of time may help to prolong the acute effect of embolization.

These mechanisms, though scientifically based, are hypothetic and could be thoroughly
demonstrated in a comparative study of loaded and unloaded beads.

Clinical relevancy

DEB for the treatment of HCC have evidenced several characteristics, not provided by the
commonly used lipiodol : a controllable distribution of the chemotherapy, a sustained delivery
over several weeks and local drug concentrations within the therapeutic range.

These results reinforce the need of a phase Il clinical trial comparing DEB and lipiodol
embolization of HCC, to confirm the advantages endowed by such properties.
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Points clefs sur I’étude de la chimiosphere de doxorubicine

Microspectroscopies

La microspectroscopie infrarouge peut étre utilisée pour déterminer la quantité de
doxorubicine restante dans un vecteur de chimioembolisation aprés implantation.

La microspectroscopie de fluorescence peut étre utilisée pour déterminer la
distribution et la concentration de doxorubicine libérée par le vecteur dans le tissu

environnant.

Chimiosphere

La diffusion du médicament dans les tissus autour de la bille est de 1’ordre du
millimétre a partir du bord de la bille.

Les DOXO-DEB délivrent leur contenu anticancéreux sur une période d’au moins 1
mois.

Les concentrations tissulaires retrouvées autour des billes correspondent a des niveaux
cytotoxiques (Chuu 2007) induisant une nécrose des tissus.

Une étude préclinique sur modele tumoral comparant les effets de chimiosphéres et de
billes non chargées a long terme permettrait d’élucider les réles respectifs de
I’occlusion vasculaire et de la libération d’antinéoplasique sur la tumeur.

Un essai clinique de phase 111 est actuellement en cours pour comparer 1’efficacité des
chimiospheres et de la chimioembolisation lipiodolée.

Les profils de doxorubicine obtenus in vitro, chez 1’animal et chez I’homme doivent
étre confrontés a des modeéles théoriques de transfert de masse pour optimiser le

traitement.
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Tableau 10 — Données cliniques sur les tumeurs pulmonaires et la chimioembolisation.

CBPC : cancers bronchiques a petites cellules ; CBNPC : cancers bronchiques non a petites cellules.

Tumeurs primitives

Tumeurs secondaires

Incidence hommes : 30.9 p. 100.000 par an 24 250 % des patients décédés d’un cancer
femmes : 12.6 p. 100.000 par an
Etiologie tabac dans 80% cas cancers primitifs colorectaux, du sein, de
I’estomac, de la vessie et du rein
Pronostic survie a 5 ans aux USA : 16 % survie médiane : 10 mois

3™ plus faible aprés cancer du pancréas et

CHC

Traitements

curatifs : chirurgie (CBPC), chimiothérapie
(CBNPC)

palliatifs : radiothérapie, chimiothérapie

palliatifs : chimiothérapie, chirurgie

Indications de la

chimioembolisation

investigation

investigation

Résultats de la

chimioembolisation

diminution volume : 24 % patients

diminution volume : 30 % patients

survie médiane : 21 mois
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3.1 Contexte médical : les tumeurs pulmonaires

3.1.1 Le poumon

i.  Structures pulmonaires

Les poumons sont majoritairement situés dans la cavité thoracique qu’ils occupent en quasi-
totalité. Le poumon droit pese en moyenne 650 g, le gauche 550 g. Leur volume moyen en
inspiration (capacité pulmonaire totale) est de 6 L.

Sur le plan anatomique, chaque poumon se divise en lobes puis en segments (unité
chirurgicale) : 3 lobes du cote droit (supérieur, moyen et inférieur) et 2 lobes du c6té gauche
(supérieur et inférieur). Chaque lobe pulmonaire se subdivise en millier de lobules. C’est

I’unité macroscopique et physiologique la plus petite du poumon (Figure 36).

L'ensemble des éléments du lobule est enveloppé dans un tissu conjonctif riche en fibres
élastiques. Chaque lobule regoit une bronchiole terminale et une branche de I’artére
pulmonaire.

Dans le lobule, la bronchiole se ramifie encore pour déboucher finalement dans les alvéoles.
Elle y améne l'air riche en oxygene. La branche de I’artére pulmonaire court le long des
divisons et subdivisions de la bronchiole, jusqu’au niveau des alvéoles ou s'effectuent les

échanges gazeux.

ii.  Vascularisation pulmonaire

La vascularisation du poumon est double. Elle est assurée par les artéres et veines
pulmonaires, et les artéres et veines bronchiques (Stevens 1997).

Les artéres pulmonaires apportent au poumon du sang désoxygéné provenant du cceur
droit. Ce sang a fourni I’oxygéne aux tissus et regu du gaz carbonique. C’est au niveau des
capillaires du systéeme pulmonaire que se déroulent les échanges gazeux.

Les artéres pulmonaires droite et gauche pénétrent dans le poumon par le hile et suivent
étroitement le trajet de la bronche adjacente et de ses branches, se divisant plus ou moins avec

les bronches. La vascularisation artérielle pulmonaire se termine par le lit capillaire étendu
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des cloisons interalvéolaires ou se déroulent les échanges gazeux. Le réseau capillaire déverse
son sang réoxygené dans les veinules et les veines pulmonaires qui le transportent ensuite vers
le cceur gauche d’ou il repartira par I’aorte.

Les artéres bronchiques fournissent un second réseau d’irrigation qui perfuse le poumon a la
pression de la circulation systémique artérielle. Elles assurent la nutrition et I’oxygénation
du parenchyme pulmonaire. Elles proviennent de l'aorte ou des artéres intercostales et
suivent elles aussi le chemin de 1’arbre bronchique et de ses branches jusqu’au niveau des
bronchioles respiratoires, ou elles s’anastomosent avec les branches de 1’artére pulmonaire.
Elles communiquent également avec le systeme artériel pulmonaire par des anastomoses
capillaires dans la sous-muqueuse bronchique.

La double vascularisation du poumon et des tumeurs pulmonaires a été exploitée dans des

essais de chimiothérapie par la voie de 1’artére pulmonaire.

) parenchyme
pulmonaire
bronchiole
Bronchiole
terminale
Artére
pulmonaire

branche

de l'artére bronchique
branche
de l'artére pulmonaire

Figure 36 — A) Schéma du lobule pulmonaire (http://www.respir.com). B) Photographie

d’une coupe histologique de poumon de mouton (HES, échelle 300 pum)
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3.1.2 Tumeurs pulmonaires

i.  Types histologigues

Une grande variété de tumeurs bénignes et malignes peut survenir dans les poumons. La
grande majorité (90-95 %) correspond a des carcinomes bronchiques. Le terme de
bronchique fait référence a la naissance de ces tumeurs a partir de 1’épithélium bronchique,
parfois bronchiolaire (Cotran 2000).
La classification la plus connue, basée sur les classifications de 1’OMS, distingue 4
catégories :

e Carcinome malpighien (25-40 %)

e Adenocarcinome (25-40 %)

e Carcinome a petites cellules (20-25 %)

e Carcinome a grande cellules (10-15 %)

Le poumon est également une localisation fréquente des métastases néoplasiques. L’aspect de
I’envahissement est trés variable. Dans le cas le plus typique, des nodules multiples se
dispersent dans I’ensemble des lobes ("lacher de ballons"). A la différence du carcinome
bronchique primitif, ces nodules se localisent plutdt a la périphérie du parenchyme

pulmonaire que dans les zones centrales (Cotran 2000).

ii.  Etiologie et pathogénie

L’effet carcinogénique de la fumée du tabac a été démontré dans les années 1950 et a eté
reconnu par les autorités réglementaires au milieu des années 1960. Le risque de développer
un cancer du poumon chez les fumeurs est environ 10 fois plus éleve que chez un non fumeur.
Il'y a une association statistique entre la survenue du cancer bronchique et la quantité de tabac
fumé par jour, la durée du tabagisme, 1’age au début de la consommation, le type de tabac et
la facon d’inhaler la fumée. La durée du tabagisme est le facteur dominant. L’exposition
involontaire a la fumée de tabac pour un non-fumeur augmente également de facgon
significative le risque de carcinome bronchique (20 %) (IARC 2008).

Les autres facteurs de risque avérés sont principalement les expositions industrielles a

I’amiante (risque multiplié par 5, voire par 50-90 chez un fumeur), aux radiations ionisantes,
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et les expositions domestiques liées a la combustion de charbon ou de bois, ou encore au
radon.

Certaines maladies pulmonaires (tuberculose, bronchite) sont associees a un risque élevé, bien
qu’on ignore s’il est dii a I’inflammation chronique ou a 1’action de I’agent pathogeéne. Un
risque héreditaire a été évoque, notamment pour les cancers chez les patients de moins de 60
ans, mais n’a pu étre démontré indépendamment de la consommation de tabac (IARC 2008).
Madeleine et al. ont récemment publié une revue trés complete des nombreux genes impliqués
dans les mécanismes de la carcinogénése des cancers bronchiques (Madelaine 2005). 11 s’agit
principalement d’hyperexpression d’oncogenes et des genes codant certains facteurs de
croissance (génes des familles ras, Myc, géne codant pour I’EGF) et d’inactivation de génes

suppresseurs de tumeur et de génes apoptotiques (génes de la p53 et du rétinoblastome).

Pour les métastases, la localisation primitive est souvent le sein, le colon/rectum,
I’estomac/cesophage, la vessie et le rein. Pour une part importante, le site d’origine ne peut
étre déterminé. Les métastases gagnent le plus souvent les poumons par voie sanguine via
I’artére pulmonaire, mais peuvent également emprunter la voie lymphatique (tumeurs

digestives) ou passer par contiguité directe (sein, cesophage).

iii.  Incidence et pronostic

Nouveaux cas Mortalité Référence
Monde, 2002 1 352 000 1179 000 (Ferlay 2004)
USA, 2008 215000 161 840 (Jemal 2008)
Europe, 2006 386 300 334 800 (Ferlay 2007)
France, 2005 30 651 26 624 (Belot 2008)

Tableau 11 — Incidence des cancers primitifs du poumon dans le monde, aux USA, en Europe

et en France.
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Le cancer du poumon était une pathologie rare au début du 20™™ siécle. 1l est actuellement
le cancer le plus fréquent (12,5 % des cancers) et le plus meurtrier (17,5 % des déces par
cancer) (IARC 2008). Il présente le plus faible pronostic apres le cancer du pancréas et le
CHC (survie a 5 ans aux USA : 16 %) (Jemal 2008). L’incidence augmente avec 1’age et est
globalement 3 fois supérieure chez I’homme par rapport a la femme.

Les répartitions géographiques et temporelles des cancers bronchiques sont majoritairement
liées a la consommation de tabac (Figure 37). Les incidences les plus élevées chez les
hommes sont enregistrées en Amérique du nord ainsi qu’en Europe de I’est et Europe
centrale, mais ont tendance a diminuer aux USA et en Europe du nord. Les incidences sont
faibles en Afrique et en Asie du sud-est. Chez les femmes, I’ Amérique du nord, le Royaume-
Uni ou le Danemark sont les plus touchés, tandis que le Japon ou I’Espagne ou le tabagisme
chez les femmes est récent, présentent les taux les plus faibles. La Chine est une exception

avec un taux relativement élevé malgré une faible consommation tabagique.

Incidence of Lung cancer: ASR (World)-Male (All ages)

< 50 < 157 <271 M < 467 W < 946
GLOBOCAN 2002

Figure 37 — Cartographie mondiale de I’incidence des cancers primitifs du poumon chez les
hommes (IARC 2008).
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Une augmentation de la consommation tabagique est suivie 20 a 30 ans plus tard d’une
augmentation de 1’incidence des cancers des voies bronchiques. Paralléelement, une

diminution du tabagisme entraine une diminution de 1’incidence des cancers du poumon.

Tout comme pour le foie, les chiffres de I’incidence des métastases pulmonaires viennent
d’études post-mortem. Entre 20 et 54 % des patients décédés d’un cancer présente une
invasion pulmonaire (Hassan 2009). Il ne semble pas y avoir de variation au niveau mondial.
La survie moyenne aprés constatation de métastases pulmonaires non traitées est de 9 a 11
mois (Mazieres 2008).

iv.  Classification et traitement

L'intérét du dépistage des cancers broncho-pulmonaires n'est pas encore établi. Une étude du
NCI (National Cancer Institute) sur plus de 10 000 fumeurs de plus de 45 ans semble plaider
pour un dépistage dans les populations a risque (Melamed 2000).

L’approche thérapeutique distingue les cancers bronchiques non a petites cellules
(carcinome épidermoide, adénocarcinome, carcinome a grandes cellules) (CBNPC) et les
cancers bronchiques a petites cellules (CBPC).

Pour les CBNPC, la classification a I’aide du systéme TNM et le regroupement en stades a
une valeur pronostique et conditionne le traitement (Goldstraw 2007).

Les tumeurs opérables (généralement stades | et 11, éventuellement Illa), correspondent a 25-
30% des patients. Le traitement standard consiste en une exérése chirurgicale compléte et la
plus large possible, et un curage ganglionnaire médiastinal complet. Les indications
thérapeutiques  post-chirurgicales dépendent ensuite des résultats de I’examen
anatomopathologique, associant la chimiothérapie et/ou la radiothérapie adjuvantes. Pour les
tumeurs complétement réséquées, la survie a 5 ans est supérieure a 70 %.

La radiochimiothérapie est actuellement recommandée dans le traitement des CBNPC
inopérables (généralement stade Ill). Pour les maladies métastatiques (stade 1V), qui
représentent pres de 50 % des patients, la chimiothérapie palliative permet l'augmentation de
la duree de vie et de la qualité de vie (Souquet 1993).
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Pour les CBPC, la plupart des cliniciens utilisent une simple classification dichotomique
distinguant les formes localisées et les formes diffuses. La question de I’utilit¢ de la
classification TNM pour le traitement et le pronostic est posée (Vallieres 2009).

Les CBPC localisés représentent environ 30 % patients des patients. Leur prise en charge
repose sur l'association d'une polychimiothérapie, a base de combinaisons de cisplatine,
étoposide, cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, et d'une radiothérapie précoce. Les
traitements chimio- et radiothérapeutiques peuvent étre alternés ou concomitants. Ils
permettent un allongement significatif de la durée de vie (21 % a 4 ans) (Mornex 2006).

Pour les 70 % de formes diffuses, le traitement est palliatif. L'utilisation de la
polychimiothérapie selon le méme régime que pour les formes localisées permet une
amélioration substantielle du pronostic. Cependant, la médiane de survie n'excéde pas 10

mois.

La stratégie thérapeutique pour les métastases pulmonaires dépend du contrdle du cancer
primitif et du bilan d’extension. Un traitement général est le plus habituel, certaines tumeurs
répondant assez bien a la chimiothérapie (lymphomes, thyroide, sein, prostate, ovaire).
L’excision chirurgicale d’une ou plusieurs métastases pulmonaires est aussi possible,
isolément ou en association avec le traitement général. Elle donne des survies a 5 ans entre 20
et 40 % pour I’ensemble des cancers (Pastorino 1997). Ces chiffes varient considérablement
selon I’origine du cancer primitif (50 % pour les ostéosarcomes, < 1 % pour les cancers
d’origine épithéliale). Le taux de récurrence aprés l’intervention reste élevé (26-64 %)
(Pastorino 1997).

L’ablation par radiofréquence, la radiothérapie stéréotaxique ou la chimiothérapie par I’artére

pulmonaire sont utilisées a titre d’investigation (Demmy 2007; Timmerman 2009).
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3.1.3 Apport d’une bille charge en irinotécan

Contrairement au parenchyme sain, les tumeurs pulmonaires sont irriguées a la fois par les
arteres bronchiques et pulmonaires (Van Schil 2008). Plus précisément, Milne et al. ont
montré que les tumeurs primaires sont majoritairement vascularisées par le systéeme
bronchique, tandis que les métastases pulmonaires recoivent un apport sanguin par la seule
artére pulmonaire dans 48 % des cas, par 1’artére bronchique dans 16 % des cas et par les
deux voies 36 % des cas (Milne 1976; Milne 1987).
Dans les années 1980 et 1990, plusieurs équipes ont cherché a mettre au point une méthode de
traitement chimiothérapeutique des tumeurs pulmonaires par la voie de 1’artére pulmonaire
(Johnston 1983; Minchin 1984; Ratto 1993; Weksler 1993; Klaase 1994; Ng 1995). Ces
travaux ont montré, comparativement au traitement IV :

e une augmentation de la concentration intra-tumorale d’anticancéreux,

e une diminution de la concentration systémique,

e une réduction du nombre de nodules tumoraux.
La technique est complexe a mettre en ceuvre en clinique. Elle requiert une thoracotomie, une
cannulation des artéres et veines pulmonaires et la mise en place d’une circulation extra-

corporelle.

La chimioembolisation pourrait étre une technique moins invasive. Schneider et al. ont
obtenu, sur un modéle expérimental de métastases colorectales, des nécroses tumorales
similaires entre perfusion sur poumon isolé et chimioembolisation au cisplatine plus
microsphéres d’amidon (Schneider 2002). Aucune toxicité majeure sur le poumon non
tumorale n’a été notée. En clinique, Vogl et al. ont obtenu des réductions de volume tumoral
de I’ordre de 50 % chez 30 % des patients avec des métastases pulmonaires et chez 24 % des

patients avec un cancer primitif (Vogl 2007; Vogl 2008).

Le rationnel pour 1’utilisation d’une chimiosphére plutdt que la procédure classique de
chimioembolisation, est le méme que pour le traitement des tumeurs hépatiques. La
vectorisation de I’anticancéreux directement dans la bille d’embolisation permet
théoriquement un contréle plus précis de la distribution du médicament, ainsi que du temps et

de la quantité de principe actif délivré au tissu cible. Nous avons démontré que le lipiodol
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n’est pas un bon vecteur, d’autant plus que les tumeurs pulmonaires secondaires montrent une

faible affinité pour 1’agent de contraste (Vogl 2008).

La nature de la molécule a charger dans les billes peut étre discutée. Parmi les anticancéreux
ayant montré une efficacité sur les tumeurs pulmonaires, seuls I’irinotécan et la doxorubicine
ont montré une libération prolongée aprés chargement dans des chimiosphéres (Lewis 2009).
Le choix initial d’utiliser I’irinotécan plutét que la doxorubicine repose sur la meilleure
tolérance des CPT11-DEB rapportée dans deux modeles expérimentaux sain (Taylor 2007) et

tumoral (Eyol 2008). Ce choix devra étre réexaminé au vue des données expéerimentales.
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3.1.4 Irinotécan

La seule recommandation de I’irinotécan (CPT11) est dans les cancers colorectaux
métastatiques en premiere ligne en combinaison avec le 5-FU et 1’acide folinique (FOLFIRI)
et en seconde ligne en monothérapie aprés un échec du 5-FU.

Dans le CBPC, I’irinotécan en combinaison avec le cisplatine a montré une amélioration
significative de la survie par rapport a I’étoposide + cisplatine (Noda 2002). Plusieurs essais
ont ét¢ menés dans le traitement des CBNPC sans démontrer d’effet significatif sur la survie

des patients (Pizzolato 2003).

i. Chimie

L’irinotécan (CPT11) est un dérivé hémisynthétique de camptothécine. Sa formule est
Cs3H3sN4Og, elle a un poids moléculaire de 587 g/mol et un pKa autour de 8.1.

L’irinotécan contient un noyau lactone, susceptible de s’ouvrir rapidement et spontanément en
chaine carboxylique. Cette réaction est importante car seule la forme lactone possede une
activité anti-tumorale (Jaxel 1989). A pH 7 - 37°C - PBS, la forme lactone représente 13 % a

I’équilibre, avec un temps de demi-réaction de 26 min (Burke 1994).

Figure 38 — Formule semi-développée de I’irinotécan.
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ii.  Pharmacocinétique (Page 1999; BIAM 2001; Pizzolato 2003)

Le cycle piperidine, qui permet la solubilit¢ dans I’eau, diminue ’activité anticancéreuse. Le
clivage de ce cycle (SN38) par des carboxyestérases présentes principalement dans le foie et
dans le tractus gastro-intestinal, donne le SN38 qui est 100-1000 fois plus actif que le CPT11.
Aprés une perfusion veineuse a la dose recommandée, la concentration plasmatique maximale
est environ de 6,0 pg/ml (~1 mM). Le pic plasmatique du SN38, le métabolite actif, apparait 1
a 1,5 heures aprés le début de la perfusion.

La liaison aux protéines plasmatiques est de 35 % pour l'irinotécan et 94 % pour le SN38. La
demi-vie plasmatique de I'irinotécan est courte, celle du SN38 se situe entre 10 et 14 heures.
L’irinotécan est éliminé par voie biliaire et par voie urinaire pour 15 a 20 %. Si la plupart des
organes peuvent métaboliser le CPT11 en SN38, seul le foie peut détoxifier le SN38 par
glucuronidation.

Le principal effet secondaire limitant est la diarrhée.

iii.  Mode d’action (Pizzolato 2003)

C'est un inhibiteur spécifique de la topo-isomérase | (Top I). La Top | induit des coupures
simple brin réversibles de I’ADN. Le CPT11 se fixe au complexe de clivage formé par la Top
| et ’ADN et inhibe la religature des fragments d’ADN. Les clivages provoqués enclenchent
les mécanismes de la mort cellulaire. Pour de nombreuses cellules cancéreuses, c¢’est pendant
la réplication que la camptothécine est le plus cytotoxique, cependant son activité a aussi été
observée lors de la transcription de I’ADN. Agissant & des moments particuliers du cycle
cellulaire, les camptothécines doivent €tre présents a I’intérieur de la cellule pendant un temps
prolongé.

Le CPT11 et le SN38 ne sont pas reconnus par la P-glycoprotéine du systeme de résistance
chimiothérapeutique mdr, d'ou une efficacité sur des lignées cellulaires résistantes a la

doxorubicine et a la vinblastine
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3.2 Libération tissulaire dans un modele expérimental de poumon non

tumoral

3.2.1 Travaux antérieurs

Deux études in vitro ont été réalisées sur les billes d’embolisation DC Bead™
(Biocompatibles UK Ltd) chargées en irinotécan. 1l a été vérifié que la forme lactone de la
molécule, i.e. la forme biologiquement active, est majoritairement présente dans la bille apres
chargement (Tang 2008). D’autre part, le temps de demi-élution prédit par 1’appareil en T est
d’environ 5 h pour les billes de 100-300 um (Taylor 2007).

In vivo, dans un modéle non tumoral d’embolisation hépatique chez le porc, le pic
plasmatique est réduit par rapport a 1’injection intra-artérielle d’'une méme dose d’irinotécan

(Taylor 2007), suggerant que les DEB fournissent une élution prolongée de CPT11.

Notre objectif était de déterminer quantitativement la durée de libération de CPT11 par

les DEB aprés embolisation.

Le travail présenté ici fait partic d’une étude plus générale de toxicité des CPT11-DEB sur un
modéle pulmonaire sain non tumoral de mouton. Wassef et al. ont observé que 1I’embolisation
des arteéres pulmonaires n’induit pas de lésions tissulaires ischémiques, quelque soit le type
(coils, billes de 700-900 pm, billes de 100-300 um) et la quantité d’embole injecté (données
non publiées). Par conséquent les effets nécrotiques éventuels des CPT11-DEB dans ce
modele peuvent étre directement attribués au médicament et non pas a I’occlusion vasculaire.

L’étude comporte 3 parties : 1) la pharmacocinétique plasmatique du CPT11, 2) I’examen
anatomopathologique des prélévements pulmonaires a 4 jours et 4 semaines apres
embolisation, 3) la quantification du CPT11 restant dans les billes aux deux temps

d’implantation.
Nous avons tout d’abord validé la technique de microspectroscopie infrarouge pour la

quantification de I’irinotécan dans les DEB, puis appliqué la méthode ex vivo sur des

coupes de tissus congelés.
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3.2.2 Matériel et méthodes

i. Embolisation et prélevement

Brievement, 24 moutons ont été embolisés au niveau de I’artére pulmonaire droite avec 2 mL
de DEB (DC Bead™, 100-300 pm, Biocompatibles UK Ltd). Trois doses de chargement ont
été étudiées : 10, 20 et 50 mg CPT11/mL bille. Un groupe témoin de bille non chargées en
anticancéreux et un groupe témoin injecté avec un bolus de CPT11 dans I’artére pulmonaire
ont également été inclus. Les animaux ont été sacrifiés 4 jours ou 4 semaines apres

embolisation, et des prélevements frais de poumon ont été effectués pour congélation.

ii. Matériel

Des billes DC Bead™ de calibre 100-300 pm ont été chargées avec des concentrations
connues d’irinotécan pour calibration. La préparation des billes a été effectuée par
Biocompatibles UK. Une solution de CPT11 dans I’eau a été préparée a la concentration de
10 mg/mL. De l’acide lactique a été ajouté pour maintenir la solution a un pH acide. La
solution de chargement a ensuite été versée dans un flacon contenant 2 mL de billes
hydratées. Le volume de solution d’irinotécan a été adapté pour obtenir la concentration finale
de chargement souhaitée. Cing doses de DEB-IRI ont été préparées : 5 mg, 12,5 mg, 25 mg et
50 mg /mL de bille. La concentration finale de chargement a été vérifiée en mesurant la
quantité de médicament restant dans le surnageant. Puis le surnageant a été aspiré et remplacé
par une solution d’acide lactique. Le contenu du flacon a alors ét¢ lyophilisé pour étre expédié
au laboratoire MEDyYC. A réception, les billes ont été réhydratées dans 6 mL d’eau

déminéralisée. Les billes ont ensuite suivi le méme traitement que les échantillons tissulaires.

Les échantillons tissulaires testés dans cette étude correspondent aux 144 prélévements de
poumons (6 échantillons par animal), inclus dans un milieu pour cryosection (Tissue-Tek®
OCT Compound, Sakura, Zoeterwoude, Pays-Bas) et congelés en azote liquide. Les

échantillons ont été conservés a -80° C avant analyse.
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iii.  Microspectroscopie infrarouge

Des sections fines de billes / tissus ont été coupées a 1’aide d’un cryomicrotome (10 pm
d’épaisseur), puis étalées sur des lames de Sélénite de Zinc (ZnSe) pour analyse infrarouge en
transmission (Crystal GmBh, Berlin, Germany).Les sections fines ont été analysées a 1’aide
d’un microspectrométre infrarouge Spectrum Spotlight 300 (Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France) en utilisant le mode image de I’appareil.

Un cadre est défini autour de chaque zone d’intérét (bille ou vaisseau contenant des billes) et
une image "visible" est enregistrée avec la caméra. Avant I’acquisition de I’image infrarouge,
le signal de la lame de ZnSe est mesuré comme référence sur chaque pixel du détecteur.
L’image infrarouge de la zone d’intérét est alors enregistrée sur la gamme 4000-650 cm™, & la
résolution spectrale de 4 cm™, résolution spatiale de 25 um/pixel, 32 acquisitions /pixel.

Les spectres sont ensuite extraits au niveau des billes retrouvées sur les images infrarouges
(Spotlight 1.0.0 software, Perkin Elmer). Le protocole de traitement des données spectrales a
été décrit précédemment (voir section 11.1.2 p96), et inclus des étapes de lissage, correction de
ligne de base, normalisation vectorielle (Opus 5.5 software, Bruker Optik GmBH, Germany).

iv.  Quantification

Nous avons tout d’abord établi une courbe de calibration donnant la concentration de
CPT11ldans la bille a partir de 1’absorbance mesurée sur les bandes caractéristiques du
médicament.

Les pics correspondant au signal du médicament sur le spectre des CPT11-DEB ont été
déterminés par comparaison avec les spectres de la poudre de CPT11 et les spectres de billes
controle non chargées. L’absorbance A a été mesurée sur les bandes IR caractéristiques du
médicament et comparé pour chaque dose de CPT11-DEB a I’absorbance aux mémes
nombres d’onde sur le spectre des DEB controle non chargées. La limite de quantification
pour chaque pic d’intérét (LLOQ) a été définie comme la dose la plus faible pour laquelle A
était significativement plus élevée que pour les DEB contrdle. On a tracé la courbe de
calibration A = f (concentration de chargement de CPT11) entre la LLOQ et la dose la plus
¢levée. L’équation de la droite de régression linéaire et le coefficient de détermination R? de

la droite ont été déterminés en utilisant le logiciel Excel 2007 (Microsoft Corporation).
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L’exactitude, définie comme 1’écart entre la valeur prédite par la méthode et la valeur vraie, a

été calculée sur 6 billes chargées a 50 mg/mL et sur 9 billes chargées a 10 mg/mL.

La concentration de CPT11 dans la bille sur la coupe tissulaire a ensuite été déterminée en
mesurant 1’absorbance A sur les bandes infrarouges caractéristiqgues du médicament et en

utilisant les courbes de calibration A = f (concentration de chargement de CPT11).

3.2.3 Résultats
i. Calibration

Sur le spectre de la CPT11-DEB chargée a 50 mg/mL, le signal du CPT11 est détecté aux
nombres d’onde suivants ; 1740, 1718, 1598, 1512 et 1434 cm™ (Figure 39, Tableau 12). Le
signal de la bille est détecté aux nombres d’onde suivants : 1232, 1112 and 1038 cm™ (Figure
39, Tableau 12).

La bande & 1718 cm™ donne la meilleure sensibilité et la meilleure linéarité (Figure 40). Sur
ce pic, la LLOQ a été déterminée a 5 mg/mL et le coefficient de détermination de la droite de
régression lineaire est R?2 = 0.977. L’exactitude est de 7.1 % pour les CPT11-DEB a 10
mg/mL et 1.7 % & 50 mg/mL

ii. Concentration dans les CPT11-DEB sur les coupes tissulaires

Au total, 146 billes ont été trouvées sur les coupes de poumons et analysées en
microspectroscopie infrarouge. La concentration de CPT11 dans les billes est inférieure a la
LLOQ sur les 5 pics de médicament dans les 3 groupes et aux 2 délais d’implantation
(Tableau 13).
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Absorbance (au)
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Figure 39 — Spectres infrarouges de CPT11-DEB chargée a 50 mg/mL
(vert), de la poudre de CPT11 (violet), et d’'une bille DEB témoin non

chargée (bleu).
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Absorbance (au)
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Figure 40 — Corrélation entre 1’absorbance sur une bande spécifique du CPT11 (1718 cm™) et

la dose de chargement dans la bille.

4 jours A A A A A
1740cm 1718cm 1598cm 1512cm 1434cm
LLOQ 0,295 0,017 0,043 0,020 0,251
0 mg/mL (n=28) 0,041 0,000 0,000 0,002 0,039
10 mg/mL (n=20) 0,040 0,000 0,000 0,002 0,029
25 mg/mL (n=10) 0,037 0,000 0,000 0,001 0,053
50 mg/mL (n=9) 0,033 0,000 0,000 0,001 0,031
4 semaines A 1 A 1 A 1 A 1 A 1
1740cm 1718cm 1598cm 1512cm 1434cm
LLOQ 0,295 0,017 0,043 0,020 0,251
0 mg/mL (n=0) - - - - -
10 mg/mL(n=22) 0,039 0,000 0,000 0,008 0,044
25 mg/mL (n=20) 0,033 0,000 0,000 0,006 0,077
50 mg/mL (n=37) 0,037 0,000 0,000 0,005 0,069

Tableau 13 — Valeurs d’absorbance sur les pics spécifiques de CPT11 dans les billes sur

coupes tissulaires a 4 jours et 4 semaines.
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3.2.4 Conclusion

La microspectroscopie infrarouge a ét¢ validée pour la quantification de I’irinotécan dans les
billes de chimioembolisation. La sensibilité est proche de celle des DOXO-DEB, quoique

sensiblement inférieure.

L’absence de signal de I’irinotécan dans les billes des 4 jours aprés I’embolisation suggere :
1. que la technique n’est peut-étre pas assez sensible pour ce couple médicament/vecteur.
2. que la libération de CPT11 in vivo dans ce modéle d’embolisation de D’artére

pulmonaire est tres rapide.

Globalement, cette étude de dose a montré une bonne tolérance de 1’embolisation de 1’artére
pulmonaire aux CPT11-DEB pour toutes les doses eétudiées. La pharmacocinétique
plasmatique révele une diminution significative des concentrations systémiques de CPT11
avec les DEB sur toute la durée de 1’étude, par rapport a I’injection artérielle. L’examen
anatomopathologique met en évidence une nécrose de la paroi des arteres embolisees et du
parenchyme pulmonaire environnant pour les billes chargées a 50 mg/mL a 4 jours. Aucun

signe de toxicité n’est visible a 4 semaines.

3.2.5 Perspectives

Une seconde étude a été réalisée dans le cadre du partenariat avec I’industriel. Cette étude
avait pour objectif d’évaluer la tolérance de la double embolisation artére pulmonaires et
artéres bronchiques avec des CPT11-DEB. Aucune différence significative n’a été observée
en termes de lésions tissulaires, suggérant que la double embolisation ne permet pas

d’augmenter la quantité ou la durée de présence du médicament dans le tissu embolisé.

L’adéquation entre les propriétés d’élution des CPT11-DEB et I’objectif d’un effet

antitumoral doit maintenant étre démontré sur un modé¢le d’embolisation pulmonaire tumoral.
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Points clefs sur I’étude de la chimiosphére d’irinotécan

Microspectroscopies

En utilisant la FTIR-MS, I’irinotécan n’a pas pu étre détecté dans la chimiosphere
apres implantation, méme a des délais tres courts.
La FTIR-MS n’est pas adaptée pour étudier ce couple bille / médicament. Une étude

de faisabilité en microspectroscopie Raman ou de fluorescence pourrait étre entreprise.

Chimiosphere

Les tests in vitro de libération (Taylor 2007), ainsi que notre propre analyse ex vivo,
suggerent que la chimiosphére CPT11-DEB libére son contenu anticancéreux en
quelques heures. Une ¢élution prolongée d’irinotécan implique sans doute 1’utilisation
d’un autre vecteur.

L’effet additif ou synergétique de la libération de CPT11 par les billes par rapport a la
seule embolisation doit étre rapidement démontré sur un modeéle tumoral.

Les études cliniques de tolérance sur 1’embolisation de tumeurs pulmonaires

secondaires aux chimiospheres d’irinotécan sont en cours.
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Les chimiosphéres sont des billes d’embolisation calibrées et chargées en principe actif. Les
chimiosphéres présentes sur le marché sont actuellement en phase d’essais cliniques de leur
efficacité dans le traitement de diverses tumeurs bénignes et malignes.

Ce travail avait pour objectif de déterminer in situ aprés embolisation, la quantité de
médicament toujours contenu dans la chimiosphére et la concentration du médicament dans le
tissu autour des billes.

Nous conclurons premiérement sur 1’apport des microspectroscopies optiques pour répondre a
ces questions, et nous nous arréterons deuxiémement sur les principales informations amenées
par ce travail sur chaque coupe bille / principe actif étudié, et enfin sur les perspectives

attendues pour ’utilisation clinique des chimiosphéres

Apport des microspectroscopies pour I’étude des chimiospheres

Les deux techniques de microspectroscopie de fluorescence et microspectroscopie infrarouge
se sont révélées applicables, informatives et complémentaires.

La microspectroscopie infrarouge peut étre utilisée pour mesurer sur une coupe histologique
la concentration du principe actif toujours présent dans la chimiosphére. La technique, validée
sur les trois couples bille / médicament, est potentiellement applicable a tout type de
médicament et a tout type d’implant chargé (stent, implants sous-cutanés, ophtalmiques..).

La microspectroscopie de fluorescence permet de mesurer la concentration et la distribution
de doxorubicine dans le tissu autour de la bille, et pourrait étre utilisée pour d’autres principes
actifs fluorescents (mitoxantrone, topotécan, autres anthracyclines).

La mise en ceuvre des microspectroscopies est simple et rapide. La résolution spatiale est
satisfaisante compte tenu de la taille des chimiospheres. Elles peuvent toutes deux étre
appliquées directement sur la coupe de tissu sans préparation particuliére.

La coupe ayant servi a ’acquisition spectroscopique peut ensuite étre utilisée pour une
caractérisation morphologique et fonctionnelle, soit par les techniques d’histologie classiques,
soit par la microspectroscopie vibrationnelle. On peut ainsi imaginer superposer sur le méme
échantillon, la distribution du médicament et ses effets sur le tissu cible.

Dans la suite de ce travail, une méthodologie de validation solide basée les référentiels

reconnus (FDA, IHC, COFRAC) pourrait étre mise en place.
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Chimiosphere d’ibuprofene

Nous avons démontré que I’anti-inflammatoire est libéré en 2 phases : une élution rapide de
95 % du contenu initial en 24 h et une élution lente de 3 % de la charge sur une semaine. Il a
¢té montré précédemment que les billes d’ibuproféne permettent une réduction significative
de la réaction inflammatoire locale une semaine aprés embolisation, suggérant deux
mécanismes d’action de la chimiosphere : une imprégnation précoce par une forte dose ayant
des effets durables, et une libération locale prolongée d’une dose faible mais suffisante pour
exercer une efficacité biologique.

Si la cinétique d’élution semble du méme type que celle de la séquence des douleurs chez les
patientes, soit un pic initial a la phase aigué postopératoire puis une décroissance en plusieurs
jours/semaines, il reste a démontrer par un essai clinique que la libération locale de 1’anti-

inflammatoire est associée a une efficacité thérapeutique.

Chimiosphere de doxorubicine

La seconde série d’études sur la chimiosphére chargée en doxorubicine nous a tout d’abord
renseignés sur ses propriétés d’embolisation et de vectorisation in vivo. Les billes de diamétre
100-300 um se répartissent dans la tumeur et dans le plexus péri-tumoral, elles fournissent
une libération prolongée d’antinéoplasique sur plusieurs mois, donnant des concentrations
tissulaires au dessus des seuils d’efficacité in vitro, a des distances prés de 10 fois supérieures
a la taille de la bille.

Comme pour les chimiosphéres d’ibuprofene, il faut déterminer par des essais cliniques si ces
caractéristiques sont associées a un effet thérapeutique significatif. Une étude comparative
chimiosphere versus bille non chargée permettrait d’éclaircir 1’apport de la libération du

médicament par rapport a la simple occlusion vasculaire.

L’originalité de ce travail a également consisté a comparer point par point les concentrations

tissulaires de DOXO et les lésions associées. Il a été clairement montré que la concentration

du médicament varie avec la nature du tissu, et plus particulierement selon que le tissu est

nécrosé ou non. Ce resultat impose deux conclusions :

1. une administration locale sur plusieurs semaines d’une dose de 1-10 UM de doxorubicine
a un effet cytotoxique significatif. A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude

rapportant pour un anticancéreux un seuil d’efficacité au niveau tissulaire.
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2. les modifications induites par le traitement aux chimiosphéres influent en retour les
concentrations et la pénétration du médicament dans le tissu cible. Ce phénomene a déja
été décrit in vitro avec différentes molécules cytotoxiques. En thérapeutique, il a été
exploité dans une approche combinée RFA + implant chargé en anticancéreux (Qian
2003), ainsi que dans le développement de vecteur chimiothérapeutique a libération

pulsée plut6t que continue (Qian 2004).

De nombreux facteurs sont susceptibles d’influencer la diffusion tissulaire de la molécule,
comme démontré par les nombreux travaux de RK Jain (Jain 1999) puis de IF Tannock
(Minchinton 2006). La liste est exhaustive et il semble difficile de 1’appréhender par une
approche purement ex vivo : barrieres physiques et physiologiques, densité cellulaire,
composition de la matrice, architecture vasculaire, pression interstitielle, conditions
environnementales, etc. L’analyse théorique de nos données expérimentales sur la base des
lois de diffusion de la matiere constitue donc la suite logique de ce travail sur les
chimiospheres. La molécule de doxorubicine, largement référencée et facilement tracable du

fait de ses propriétés fluorescentes, pourrait constituer une drogue idéale pour ce faire.

Chimiosphere d’irinotécan

Sur un troisieme couple bille / médicament utilisant la méme chimiosphére mais chargée avec
de D’irinotécan, nous avons montré que 1’élution du principe actif, contrairement a la
doxorubicine, est trés rapide. Ce résultat suggere qu’une ¢€lution prolongée d’irinotécan
requiert une modification du vecteur pour renforcer sa capacité a retenir la drogue.

D’autre part, on peut émettre des doutes sur I’efficacité anti-tumorale de cette chimiosphére
chargée en irinotécan avec un effet réservoir aussi court. La durée de libération semble
particulierement importante dans le cas des camptothécines dont les effets sur les cellules
tumorales dépendent de la phase du cycle cellulaire. Aucune étude expérimentale n’a encore
démontré le bénéfice d’une chimiosphére chargée en irinotécan, que ce soit sur un modele

sain ou sur un modéle tumoral.
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Vers une dosimétrie locale

Ce travail a validé le concept de libération locale de médicament par une microsphere
d’embolisation chargée. Chaque embole libére une dose de principe actif qui va diffuser
localement. L’effet réservoir de la chimiosphére permet une imprégnation des tissus
environnants jusqu’a franchir le seuil d’efficacit¢ de la molécule et induire 1effet
pharmacologique recherché.

Cette analyse se fonde essentiellement sur les conclusions de nos études sur les chimiospheres
de doxorubicine. Nous n’avons pu démontrer, pour les deux autres chimiosphéres, qu’une
dose rapidement éluée était rapidement éliminée et ne pouvait en conséquence imprégner de
facon efficace les tissus environnants. Toutefois les concentrations plasmatiques élevées

retrouvées pour les deux produits tendent & confirmer cette hypothése.

Toute la dose chargée et libérée par la chimiosphére est comptabilisée dans le bilan
chimiothérapeutique. La rémanence tissulaire du médicament pendant plusieurs mois pose de
nouvelles questions sur [’éventuclle toxicité des chimiosphéres. Au niveau local,
I’accumulation de quantités élevées de médicament présente-t-elle un risque pour les
structures saines ? Au niveau général, quels sont les effets de la circulation, faible mais

continue, de cytotoxiques ?
C’est en définissant une dosimétrie locale que 1’on pourra définir 1’apport spécifique des

chimiospheres aux cotés des autres voies d’administration afin de les intégrer dans une

véritable stratégie de dose en chimiothérapie.
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Annexe 1 - Instrumentation

Microspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

L’appareil utilisé est le microspectromeétre infrarouge a transformée de Fourier Spectrum

Spotlight300 (Perkin Elmer, Courtaboeuf France) (Figure Al.1).

Ce microspectrometre est composé :

d’une platine motorisée sur laquelle est disposé l’échantillon a analyser (pas de
déplacement minimum: 156 nm),

d’une source de lumicre visible et d’une caméra CCD permettant d’enregistrer une
image de I’échantillon en transmission dans le domaine visible,

de miroirs dichroiques qui laissent passer la lumiére visible et réfléchissent la lumiére
infrarouge, permettant d’utiliser le méme trajet optique pour les 2 types de
rayonnement au niveau de 1’échantillon,

d’une source de lumiére polychromatique émettant un faisceau lumineux continu
d’intensité uniforme dans la gamme du moyen infrarouge (600 & 400 cm™),

d’objectifs "Cassegrain" qui assurent la focalisation du faisceau sur 1I’échantillon et sur
les détecteurs,

d’un systeme optique Z-fold qui permet de passer de la résolution spatiale de 25 um a
6,25 um,

d’un systeme de deux détecteurs de type MCT (Mercure Cadmium Tellure) : ’'un
compos¢ d’une barrette de 16 ¢éléments de 6,25 x 6,25 um? en quinconce sur 2
colonnes, utilisée pour 1’imagerie spectrale ; I’autre monocanal de 100 x 100 um?

utilisé en mode point. Les détecteurs sont refroidis par de 1’azote liquide.

-232 -



J. Namur. Annexes. Un « nouveau chapitre de la thése »

7
7 .

~
7
77

: platine motorisée

. source lumiére visible (DEL)

: camera CCD

. source lumiére infrarouge

. miroirs réfléchissants

. miroirs dichroiques

. objectifs Cassegrain

. Z-fold

: Dewar contenant 2 détecteurs MCT

©CONOOLWN-

Figure Al.1 — Schéma et photographie du microspectrométre infrarouge Spotlight 300.

La mesure des intensités transmises est réalisée simultanée sur 1’ensemble de la gamme
spectrale avec un interférometre de Michelson. Le spectre d’absorption est ensuite obtenu en
calculant de la transformée de Fourier de I’interférogramme.

L’image infrarouge peut étre obtenue par cartographie ou par imagerie. La cartographie utilise
le détecteur monocanal qui balaye la zone d’intérét et enregistre chaque spectre infrarouge
point par point de facon séquentielle. L’imagerie utilise le détecteur barrette permettant
I’acquisition simultanée de plusieurs spectres. La carte ou I’image spectrale sont par la suite
traitées a 1’aide de méthodes analytiques et statistiques pour en extraire 1’information utile.

Le dispositif n’utilise pas d’étalon interne ou externe avant utilisation.
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Microspectroscopie de fluorescence

L’appareil utilisé est le microspectrofluorimétre Dilor V45 (Jobin-Yvon/Horiba, Lille, France)
(Figure A1.2).

Ce microspectrométre est compose :

d’une platine motorisée sur laquelle est disposé ’échantillon a analyser (pas de
déplacement minimum: 100 nm),

d’une source de lumiére visible et d’une caméra permettant d’enregistrer une image de
I’échantillon en transmission dans le domaine visible,

d’un laser argon ionisé (Series 2000, Spectra-Physics, UK) générant une raie
principale monochromatique vers 458 nm. On ajoute un filtre interférentiel avant
I’entrée du faisceau dans le spectrofluorimetre pour éliminer les raies parasites proches
de I’excitatrice.

d’un diaphragme a ouverture variable (ou trou focal) de 50 a 1000 pum, placé dans le
plan focal image de 1’objet et donnant la confocalité du systeme

d’un filtre passe-haut positionné sur le trajet de 1’émission de fluorescence pour
diminuer I’intensité du rayonnement de 1’excitatrice,

d’un systeme dispersif, un réseau de 300 traits/mm, permettant [’acquisition de
spectres sur domaine spectral de 250 nm

d’une série d’objectifs de différents grossissements (x4 a x100). L’objectif focalise le
faisceau laser sur I’échantillon et collecte la fluorescence émise. Une optique de
couplage permet de projeter 1I’émission de fluorescence sur la fente d’entrée du
spectrographe stigmatique. Puis la lumiére émise est dispersée par un réseau de 300
traits/mm suivi de 1’analyse du signal par un détecteur CCD.

d'un détecteur CCD bidimensionnel de 1200 x 300 pixels, refroidi par effet Peltier.

L’image spectrale est obtenue par cartographie uniquement, c’est-a-dire par acquisition

ponctuelle et déplacement successifs de la platine sur un axe ou une surface définis

I’opérateur. La résolution spatiale de I’image n’est donc pas définie par les dimensions du

détecteur mais par le pas entre 2 mesures spectrales.

Une solution de fluorescéine 1 mM est utilisée comme étalon avant toute utilisation de

I’appareil.
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Annexe 2

« Un nouveau chapitre de thése ® »
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« Un nouveau chapitre de these ® »

Définition - Objectifs

Le « nouveau chapitre de la thése » ou NCT est une formation proposée aux doctorants via
I’association Bernard Grégory (ABG), et participe de la démarche de I’association visant a

faciliter leur insertion professionnelle.

L’objectif est d’effectuer « un inventaire et une mise en valeur des compétences qui ont été
nécessaires au bon déroulement de la thése ». Le doctorant doit « faire une analyse critique de
la maniere dont il a conduit et géré sa thése en tant que projet, et en tirer des conclusions
quant aux qualités personnelles et aux savoir-faire qu’il a développés ». Il est accompagné
dans sa démarche par un mentor, consultant en Ressources Humaines, et par le groupe dont il

fait partie.

Depuis 2002, cette formation a été suivie par environ 2000 doctorants (source: ABG), pour
environ 70.000 theses soutenues (source: Ministere de I’Education et de la Recherche). Une
enquéte menée par I’ABG en 2007 révele pour les doctorants qui se tournent vers le privé, que
le NCT a un effet significatif sur la vitesse d’obtention du premier emploi, grice a la
valorisation des compétences liées a la préparation méme du NCT et a une prospection du

marché de I’emploi en amont de la soutenance.

J’ai participé a cette formation pour m’aider dans mon choix de carriere apres la these, et pour
appréhender avec le plus de confiance possible mes futurs entretiens d’embauche. L’ensemble

de ce travail a été effectué sur une période de 10 jours ouvrés cumulés.
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1 Cadre général et enjeux de la these

1.1 Définition du sujet

L’intitulé de mon sujet de thése est "'Les microspectroscopies optiques pour la caractérisation

in vitro / in vivo de vecteurs de chimioembolisation a libération contrdlée”. La

chimioembolisation est une technique thérapeutique initialement utilisée dans le traitement
des tumeurs hépatiques non opérables. Elle consiste a administrer localement dans les
vaisseaux irriguant la tumeur un médicament ayant une activité anticancéreuse, suivi d’un
agent occlusif visant a bloquer I’apport de sang et a augmenter le temps de présence du
médicament dans la tumeur. Ces deux actions peuvent étre menées soit successivement, soit
en méme temps par 1’utilisation d’un agent d’embolisation chargé en médicament. Différentes
microsphéres d’embolisation chargées en médicament (chimiosphére) sont en cours de

développement chez les industriels des biomatériaux.
L’utilisation de ces chimiosphéres pose cependant plusieurs questions pratiques :

e quelle dose de médicament doit étre administrée au patient, i.e. chargée dans les
chimiospheres ?
e pendant combien de temps la chimiosphére doit-elle libérer son contenu pour une
efficacité biologique optimale ?
Pour répondre a ces questions, il faut des techniques d’évaluation permettant de déterminer,

apres injection de la chimiospheére :

¢ la concentration du médicament toujours contenu dans la microsphere ;
¢ la concentration et la distribution du médicament dans les structures biologiques
autour de I’implant ;
e [’effet de la chimiosphere sur ces structures.
L’objectif du sujet de these est de développer et de valider ces techniques tout d’abord dans
des modeéles expérimentaux (animal) non tumoraux puis chez des patients porteurs de

tumeurs.

1.2 Les partenaires

Ce projet implique 3 types de partenaires : des médecins, des entreprises privées et un

laboratoire de recherche publique.
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1.2.1 Desmédecins  piaiqu: Q HOFTEALIX

S’agissant d’une thématique médicale et thérapeutique, les médecins sont fortement impliqués
dans la définition des objectifs et dans 1’évaluation du travail réalisé. Plus précisément, ils
définissent sur des bases médicales et scientifiques le cahier des charges que doivent remplir
les chimiosphéres et donc les propriétés du produit qu’il nous faudra évaluer. Nous avons pu
collaborer avec des radiologues interventionnels (les utilisateurs des chimiospheres), des
oncologues, des hépatologues et des chirurgiens de 1’Assistance Publique et de centres

hospitaliers étrangers (USA).

1.2.2 Des entreprises privées Archirymed @D Biocompatibles
Dans le cadre de notre étude, 2 partenaires prives sont impliqués: un industriel,
Biocompatibles UK Ltd, et une start-up, ArchimMed SARL.

Biocompatibles UK est une société anglaise de 72 personnes qui fabrique et commercialise
des microspheéres d’embolisation. Elle développe actuellement des chimiospheres et souhaite
démontrer 1’efficacité de son produit. Cependant, le domaine d’activité de cette entreprise est
la chimie et non pas la biologie ou la pharmacie. Si elle dispose des moyens techniques pour
la synthese de ces billes et leur caractérisation in vitro, elle ne peut assurer en interne
I’évaluation des chimiosphéres sur des modeles expérimentaux vivants. L’industriel a donc

besoin de partenaires publics et privés dotés de 1’expertise appropriée.

ArchimMed est le maitre d’ceuvre de notre projet de recherche. C’est une jeune société
francaise créée en 2003, employant 11 salariés, principalement de jeunes ingénieurs et
chercheurs. Elle exerce ses activités dans le secteur des biotechnologies destinées au
biomédical. Forte de son expérience dans la conception et 1’évaluation de biomatériaux
implantables, elle souhaite utiliser ses compétences et son savoir-faire pour une nouvelle

application, les biomatériaux chargés en principe actif.

1.2.3 Unlaboratoire de recherche publi(JL%f re
Le laboratoire MéDIAN (Médicament Dynamique Intracellulaire et Architecture Nucléaire)
appartient a 1’unité mixte de recherche UMR 6237 CNRS/URCA. Il est dirigé par le
Professeur Michel MANFAIT, son effectif est de 35 personnes dont 13 doctorants et post-
doctorants. Il dispose d’un équipement unique en France de microspectroscopies optiques, des
appareils d’imagerie permettant de faire des cartographies chimiques sur des échantillons

biologiques.
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L’objectif principal de MEéDIAN est 1’application de la microspectroscopie a la recherche
biomédicale, avec pour thématique principale le diagnostic des cancers. Le laboratoire a
développé un réseau de partenariats avec des constructeurs d’appareils d’imagerie et de
spectroscopie (Jobin Yvon, Horiba, Perkin Elmer), des professionnels de la santé (hépitaux et
instituts), des industriels (L’Oréal, Galderma) et des universités étrangeres. L’utilisation de la
microspectroscopie pour la détection de medicaments anticancéreux s’accorde parfaitement
avec les objectifs de MEDIAN. Ce sujet s’inscrit dans la thématique « cancer » développée
par le laboratoire, en ajoutant a ses compétences de diagnostic des cancers celle de

I’évaluation d’un traitement anti-cancéreux.

1.3 Un thésard

Un quatriéme intervenant participe a ce travail : le chef de projet, le thésard.

Ma curiosité m’a porté vers les sciences exactes et j’ai passé un Bac Scientifique option
Physique Chimie. Je me suis ensuite inscrit en médecine a I’Université Paris 5 René Descartes
et malgré un échec a I’examen, c’est au cours de cette année que j’ai pris la décision ferme
d’exercer ma future activité professionnelle dans le domaine de la santé. J’ai donc poursuivi
mes études & 1’Université Paris 6 Pierre et Marie Curie pour y suivre une 2™ année de
DEUG de biologie. Cependant, la recherche académique, vers laquelle semblait me conduire
la voie universitaire, ne m’attirait alors pas du tout, car je souhaitais un métier plus « dans le

concret », en relation directe avec la médecine.

Ayant longuement enquété pour savoir quel parcours pouvait m’y amener, j’ai choisi
d’intégrer une école d’ingénieur, I’Université de Technologie de Compiégne, dans la filiere
Génie Biologique. L’enseignement et la validation des connaissances sous la forme de projets
m’ont immédiatement séduit. L’école imposait également de suivre deux stages de 6 mois, ce
qui allait enfin me permettre de mettre en pratique mes compétences. lroniquement, mon
premier stage s’est effectué dans un laboratoire de recherche a I’Hopital Lariboisicre.
L’expérience me plut énormément si bien que je décidai de valider en parall¢le de ma dernicre

année d’ingénieur, un DEA en Génie Biomédical.

Diplomé en septembre 2004, j’ai été embauché en qualité d’Ingénieur de Recherche par le
laboratoire de mes débuts transformé depuis peu en start-up. Aprés un an et demi a ce poste,

je me suis inscrit en thése de sciences a I’université de Reims Champagne Ardenne.
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Mes motivations pour faire une these étaient les suivantes :

e e désir de poursuivre et concrétiser le projet que j’avais moi-méme initié
(definition, recherche des partenaires, études de faisabilité) ;

e [’intérét scientifique du sujet de recherche ;

e |e haut niveau de connaissance et de technicité requis dans le domaine de la
recherche ;

¢ une mobilité internationale plus facile du fait de la reconnaissance internationale du
dipldme de docteur, contrairement a celui d’ingénieur ;

e la possibilité d’évolution de carriére et d’évolution salariale, comparativement au
seul diplome d’ingénieur ;

e la prise de responsabilité dans le fait de se voir confier un projet de recherche de
longue durée, impliquant plusieurs partenaires, avec des budgets relativement
importants ;

e ma trés bonne entente avec 1’équipe / I’entreprise d’accueil ;

e ctune possibilit¢ d’ouverture vers la recherche académique.

1.4 Enjeux techniques, scientifiques, économiques

L’enjeu principal de mon sujet est technique. Il n’existe pas a I’heure actuelle de méthode
permettant d’évaluer I’ensemble des parameétres précédemment cités. L’objectif de ma theése
est donc de proposer une approche technique innovante, de valider cette méthode pour enfin

I’appliquer a des échantillons d’intérét.

Mon travail présente également une valeur scientifique, essentiellement médicale : évaluer in
situ aprés implantation la libération d’un médicament a partir de son vecteur, sa diffusion dans

les organes, son activité biologique afin de comprendre ses effets sur les cancers du foie.

Ce projet présente enfin un fort enjeu €économique, puisqu’il s’agit d’étudier des produits
commerciaux en développement ou deja disponibles sur le marché. Les résultats de nos
études, rendus publiques lors de conférences médicales ou dans des articles scientifiques, ont
un impact direct sur la vente de ces produits. 1l est malheureusement difficile de mesurer les

retombées financieres et les profits réalisés grace a nos seules études.
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2 Déroulement, gestion, colit

2.1 Préparation et cadrage

De janvier & mai 2006, j’ai mené plusieurs études de faisabilité dans différents laboratoires.
Apres 4 tests concluants au laboratoire MéDIAN de I’Université de Reims, j’ai présenté les
résultats de ces essais aux directeurs d’ArchimMed et de MEDIAN et nous avons défini
ensemble le cadre scientifique et un programme d’études pour un projet de thése. Ce
programme a par la suite été audité et validé par 2 experts scientifiques de I’ANRT, lors d’une

demande de bourse CIFRE.

Pour financer le projet sur les 3 ans de these, ArchimMed a fait appel aux industriels du
secteur. Au mois de juin 2006, j’ai présenté a 2 entreprises une proposition d’étude de leurs
produits. L’un d’eux, Biocompatibles UK Ltd, s‘est montré trés intéressé par le projet, et
ArchimMed et Biocompatibles ont signé un contrat de recherche pour une durée d’un an

reconductible.

2.2 Conduite du projet

Le bon déroulement du projet a été régulierement contrélé par des réunions bimensuelles avec
les directeurs de thése dont I’objectif était de contrdler et interpréter les résultats et décider

des orientations du sujet.

Des réunions de suivi ont eu lieu avec I’industriel partenaire tous les 3 mois. J’ai ajouté a ces
réunions des e-mails d’information mensuels sur les principales avancées et problémes du
projet. La relation avec Biocompatibles est basée avant tout sur la confiance. L’industriel a
soutenu toutes les décisions prises par I’équipe, méme quand les objectifs différaient de ceux
définis dans le contrat initial. Il ne s’est jamais opposé a la publication des résultats sur ses
produits, positifs ou négatifs. Le projet de collaboration avec ArchimMed a été reconduit pour

les 3 ans de thése.

Les nombreux congres auxquels j’ai assisté, environ 4 par an, étaient également I’occasion de
présenter et discuter mes données avec un grand nombre de médecins ou scientifiques. L’avis
de ces experts m’a beaucoup aidé dans I’interprétation et m’a donné 1’ensemble des points de
vue sous lesquels les résultats pouvaient étre abordés, contribuant ainsi grandement a leur

valorisation.
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2.3 Evaluation et prise en charge du coiit

Le codt total du projet a été estimé rétrospectivement a 310k€ (Figure A2.1, Tableau A2.1).

Figure A2.1. Estimation du codt consolidé de la thése de J. NAMUR.

[ i i iz] iid} O
RH Documentation = Formation Déplacements Matériel Infrastructures Consommables
223.440€ 8.161€ 2.299€ 49.820€ 9.673€ 6.912€ 10.468€
72% 3% 1% 16% 3% 2% 3%

Les dépenses principales correspondent aux ressources humaines (73%) et aux déplacements
(16%). Ce montant est élevé par rapport aux chiffres précédemment rapportés par d’autres
doctorants du laboratoire (120-130k€). Cette différence tient principalement aux montants RH
et déplacements plus nombreux dans notre projet. La rémunération du doctorant par
I’entreprise était 2,5 fois supérieure au montant d’une allocation ministérielle ou régionale. La
these était co-dirigée par 2 encadrants a des échelons élevés dans la classification des
enseignants chercheurs. Un technicien a été embauché pour travailler a mi-temps sur le projet.
Dans la mesure ou je suis domicili¢ a Paris, I’hébergement et les déplacements hebdomadaires
a Reims ont généré un colt supplémentaire. Enfin j’ai participé a 10 congrés a 1’étranger au
cours de ma these, alors que la moyenne pour un doctorant se situe entre 4 et 5.

Le projet a été principalement subventionné par ArchimMed qui finangait le salaire du
doctorant et 1’ensemble des déplacements. ArchimMed payait également les frais de
consommables, matériel et infrastructures, en versant une indemnité a 1’université. L’URCA a

financé les salaires des encadrants issus de 1’université et les frais de documentation.
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3 Compétences et savoir-faire

3.1 Compétences scientifiques et techniques

Sur le plan scientifique, mes domaines d’expertise sont désormais : 1) les biomatériaux
chargés en principe actif, 2) I’embolisation, 3) les implants médicaux et 4) I’interaction
lumiere-matiere. Par des collaborations sur des projets annexes, j’ai acquis des connaissances
durables dans les domaines de la cancérologie et ses traitements, de la cicatrisation, de la

synthése de polymere et du traitement du signal.

Sur le plan technique, j’ai maintenant une expérience confirmée de la microspectroscopie, de
I’histologie, du traitement de données, ainsi qu’une expertise informatique des logiciels dédiés
a ces techniques et des logiciels de bureautique classique. Diverses expérimentations m’ont
également initié a la synthése de polymeres, a 1’immunohistochimie, et aux techniques

analytiques classiques type chromatographie ou calorimétrie différentielle.

Sur proposition de mon directeur de these, j’ai accepté en 2006 de présenter dans un diplome
interuniversitaire (DIU) un cours sur mes connaissances scientifiques et techniques, intitulé

"Evaluation d’un implant chargé". Ma participation est sollicitée chaque année depuis.

3.2 Compétences transférables

Le projet de these m’a permis de développer ou renforcer des compétences transposables a

toute nouvelle problématique.
Certaines de ces compétences sont liées a ma formation et a I’exercice méme de la these :

e Capacité d’analyse et de synthese, Inventivité

Pour répondre a la question qui m’était posée par les médecins, j’ai fait une analyse
détaillée et critique des moyens techniques a notre disposition. J’ai propos€ une
approche completement nouvelle qu’aucune équipe n’avait encore suggérée. Cette
étape de préparation de la thése a particulierement renforcé mon esprit d’analyse et
de synthese.

En parallele de mon projet, j’ai par la suite ouvert la voie a plusieurs sujets devenus
des thématiques du laboratoire ou de I’entreprise : étude de la cicatrisation par

microspectroscopie, utilisation de la chimiosphére pour libérer une substance active
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dans une culture de cellules, évaluation de la dégradation d’un biomatériau

résorbable par microspectroscopie.

Autonomie

J’ai personnellement recherché et démarché les différents laboratoires susceptibles de
répondre aux besoins d’ArchimMed au départ du projet.
J’étais le seul étudiant a travailler sur cette thématique, au sein du laboratoire et au

sein de I’entreprise.

Démarche méthodique et logique

Pour valider les différentes techniques que j’ai mises au point, j’ai vérifié I’influence
de chacun des paramétres sur le résultat de 1’analyse, en suivant les méthodologies
décrites par différentes organisations (Organisation internationale de normalisation,

Food and Drug Administration, International Conference on Harmonisation).

Réactivité et esprit d’initiative

Aprés avoir compris mon échec en médecine, j’ai construit moi-méme mon parcours
scolaire pour parvenir a un métier enrichissant. Plusieurs expériences au cours de ma
thése ont démontré ma réactivité.

Par exemple, I’'une de nos techniques de quantification ne fonctionnait pas. Apres
concertation avec 1’équipe du laboratoire, j’ai tout d’abord essayé de modifier
plusieurs parametres de la méthode d’acquisition, en vain. J’ai contacté un
laboratoire parisien spécialiste de chimie analytique avec lequel j’ai mis au point une
expérience révélant la cause du probléme. J’ai finalement développé une nouvelle
méthode de traitement des données, qui m’a permis de m’affranchir de ce biais et de
valider la technique.

Un autre exemple : lorsque nous avons décidé de soumettre nos travaux a un
nouveau congres dont la date de soumission était le jour méme, j’ai di rédiger 3

résumeés en quelques heures, et ces 3 résumés ont été acceptés en présentation orale.

¢ Veille scientifique

Tout au long de la these, j’ai développé un répertoire exhaustif des sources
d’informations me permettant de surveiller les avancées scientifiques et techniques
les plus recentes (pubmed, google scholar, portails CNRS et bibliotheques, offices

des brevets). J utilisais ces ressources 3 a 4 heures par semaine.
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Ces aptitudes constituent la base pour tout docteur a I’issue de sa these. Mon projet a montré
certaines spécificités dans son cadre ou son déroulement, ajoutant a ces compétences d’autres

qualités particulieres :

e Valorisation de mes résultats et sens de la communication
Mon gotit pour la communication et 1’enseignement s’est révélé au cours de mes
¢tudes, grace a ma participation a une association d’animation d’ateliers scientifiques
en écoles primaires et en colléges. Pendant 3 ans, j’ai appris a délivrer un message
rigoureux et clair, a exploiter le potentiel d’un éléve, a le motiver et a m’auto-
évaluer.
Pendant ma thése, j’ai su valoriser mon travail par de nombreuses communications
écrites et orales: 3 articles scientifiques, 14 présentations orales et 10 posters en
congres. De tels chiffres sont élevés pour un doctorant, la moyenne étant plutét de 2 -
3 communications par voie orale et 3 - 4 par voie de poster.
J’ai choisi de présenter toutes mes communications dans des revues et conférences
internationales pour donner davantage de visibilité au projet.
Mes interventions multiples dans des congres internationaux m’ont appris a défendre
mes résultats devant des spécialistes, parfois a I’encontre de 1’opinion majoritaire ce
qui a accru ma confiance en moi.

e Capacité a travailler en équipe
Depuis ma formation a ’'UTC jusqu’a ma theése, j’ai tenu plusieurs roles dans les
différents travaux d’équipe auxquels j’ai pris part.
En école d’ingénieur, j’ai tout d’abord été participant dans des projets courts de 2 a 5
étudiants qui permettaient la validation des enseignements. Avec un autre doctorant
du laboratoire ou j’ai fait ma thése, nous avons également fait la démarche de rédiger
les manuels d’utilisations de différents appareils du laboratoire. Ces expériences
m’ont appris ’importance de la répartition des taches.
En tant qu’ingénieur de recherche et thésard, j’ai été initi€ au role d’encadrant et de
formateur. Depuis 5 ans, j’ai été responsable de 7 stagiaires ingénieurs/master, ce qui
a renforcé mon sens de la pédagogie. J’ai appris a déléguer, contrdler, encourager et
corriger. Sur les 3 derniers stagiaires, les 2 ¢étudiants en fin d’étude ont été
embauchés par ArchimMed, tandis que le troisiéme, en cours de cursus, a validé son

stage avec la note A.
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Enfin le travail de thése m’a initié au réle de coordinateur dans un projet avec de treés
nombreux partenaires. J’ai fait en sorte de communiquer réguliérement avec eux
pour solliciter leur avis d’expert et vérifier que j’étais bien compris. J’ai ainsi
développé une grande capacité d’écoute et de compréhension

e Adaptabilité
Dans ce projet pluridisciplinaire, je me suis apercu que les attentes des différents
acteurs ne sont pas les mémes: les médecins attendent généralement d’une
présentation un ou deux messages trés clairs, tandis que les scientifiques souhaitent
avoir le maximum d’informations pour construire eux-mémes la conclusion. Les
industriels apprécient le "petit plus" apporté au livrable, qui permet d’envisager la
suite du projet et augmente les chances de continuer la collaboration.
Ainsi ai-je appris a adapter le contenu et la forme de mon discours a mes
interlocuteurs.

e Ouverture a I’international
A titre personnel, j’ai effectué de nombreux voyages a I’étranger de I’Amérique a
I’Asie. A titre professionnel, j’ai collaboré avec des industriels anglais, des médecins
américains et des chercheurs japonais.
L’ensemble de mes communications orales et écrites se sont effectuées en anglais et
je dispose maintenant d’un niveau courant dans cette langue me permettant de

parfaitement m’intégrer a un groupe de travail international.
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4 Impacts du projet

4.1 Pour le laboratoire

Du point de vue scientifique et technique, le projet a amené au laboratoire MéDIAN de
nouvelles connaissances dans les domaines de la vectorisation de médicaments et du
traitement du cancer. Le laboratoire a trouvé une nouvelle application pour ses techniques
microspectroscopiques. Il peut désormais promouvoir ses compétences dans 1’évaluation de
ces vecteurs. Nos nombreuses communications lui ont donné une notoriété internationale
certaine, dans les secteurs de la radiologie et de la pharmacie. Ces acquis peuvent également
lui permettre d’établir de nouveaux partenariats, publics ou privés.
Du point de vue de la valorisation de sa recherche, notamment vis-a-vis de 1’université et du
CNRS, le projet de theése a apporté a I’unité:

— un doctorat effectué dans son laboratoire,

— 2 stagiaires et un futur étudiant en master,

— une embauche en CDI du docteur immédiatement apres son cursus,

— 3 projets inscrits dans ses thématiques (1 sujet de these + 2 sujets ouverts en

paralléle),
— 21 communications scientifiques (articles/présentations/poster) en premier auteur,

— un nouveau partenariat avec un organisme privé, ainsi qu’une bourse CIFRE.

4.2 Pour I'entreprise

L’entreprise a tiré de ce travail les mémes bénéfices que le laboratoire, ce qui confere a ses
activités une crédibilité scientifique et une visibilité internationale : des publications
scientifiques, des compétences supplémentaires, une embauche, un partenariat durable avec
un laboratoire académique reconnu comme le spécialiste national de la microspectroscopie.
Ce projet a également pérennisé la collaboration avec 1’industriel Biocompatibles, puisque le
projet devrait étre reconduit apres la fin de la these. Un protocole d’étude a également été
signé avec un autre industriel du marché.

Une réflexion est en cours pour savoir si tout ou partie de ce projet peut faire 1’objet d’un

dépdt de brevet.
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4.3 A titre personnel

Apres ma these, je souhaite continuer a travailler dans le domaine de la R&D. Je peux utiliser
mes compétences dans les secteurs de 1’ingénierie, de la santé, de la chimie ou de la

pharmacie. J’envisage de travailler dans le secteur privé. Je considére 2 types d’évolutions :

A) développer mes compétences dans la conception et I’évaluation.

Je dispose d’une expérience professionnelle de 5 ans dans I’évaluation de dispositifs
médicaux implantables. Avec ma thése, j’ai acquis de solides connaissances
fondamentales, scientifiques et techniques. Mes qualités personnelles pour cette
évolution résident dans ma capacité d’analyse, ma réactivité et mon initiative, mon
esprit logique et rigoureux et mes compétences rédactionnelles.

Apres mon doctorat, je peux devenir ingénieur R&D, chargé d’études ou ingénieur
d’essais. A terme, cette voie me permettrait d’étre responsable d’un laboratoire

d’essais, un service technique ou une unité de production.

B) évoluer vers le management des projets de recherche.

En 5 ans d’activité professionnelle, j’ai acquis une véritable méthodologie de gestion
de projets : définition des livrables, planification, gestion d’équipe, respect des jalons,
communication. J’ai de solides connaissances scientifiques et techniques, une grande
adaptabilité, des qualités d’écoute et de communication, un niveau élevé d’anglais, je
sais valoriser mes résultats.

Dés a présent, je peux postuler pour un poste de chef de projet R&D. A terme, ce
parcours me conduira vers un emploi de directeur de recherche, directeur de
programme R&D. C’est le projet professionnel qui m’attire le plus, du fait

principalement de son aspect pluridisciplinaire et des perspectives d’évolution.

ArchimMed m’a fait part de son désir de me garder dans son équipe. L’entreprise veut
maintenant valoriser ses compétences techniques et développer une activité nouvelle
d’ingénierie. Dans cet objectif, nous nous sommes accordés sur la nécessité d’avoir un chef de
projet et sur le fait que je posséde le meilleur profil pour ce poste. Si je reste dans la méme
entreprise, ce poste me permet néanmoins d’évoluer vers plus de responsabilités et de
nouvelles activités. De plus, il me permettra de consolider dans un cadre familier, mes
competences de chef de projet : gestion des moyens financiers, encadrement d’une équipe de

plusieurs personnes, maitrise courante du vocable et des outils de management de projet.
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Tableau A2.1 — Estimation détaillée du co(it consolidé de la thése de J. NAMUR

Montants en euros TTC

Codts totaux (euros TTC)

Nature de la dépense Détails Nombre Cpﬂ_t Quote-
d'unités unitaire _part' Total
moyen utilisation

1 Ressources Humaines Salaire brut Charges 223440
1.1 | Doctorant 2700 1080 36 3780 1 136080
1.2 | Encadrant 1 5800 1740 36 7540 1/20 13572
1.3 | Prime Encadrement 7520 3 7520 1/4 5640
1.4 | Encadrant 2 3600 1080 36 4680 1/5 33696
1.5 | Prime Encadrement 3360 3 3360 1/2 5040
1.6 | Autre personnel (hors sous-traitance)

Technicien supérieur 2000 800 18 2800 1/2 25200

Anatomo-pathologiste 3600 1080 36 4680 1/40 4212
1.7 | Sous-traitance

Directeur R&D Biocompatibles 8540 3416 36 11956 1/78 5518

Technicien Biocompatibles 1900 760 36 2660 1/78 1228
2 Consommables 10468
2.1 | Fournitures expérimentales

Produits chimiques 1 280 1 280

Lames CaF2 20 23 1/2 230

Lames ZnSe 14 94 1/2 658
2.2 | Fournitures de bureau

Papier, impressions, stylos... 1 300 1 300
2.3 | Sous-traitance

Chimiosphere (prix flacon unitaire AP (400€) 30 300 1 9000

- marge estimée fabricant+distributeur (25%))
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Codts totaux (euros TTC)

Nature de la dépense Détails Zkzjr:lt;;s ur?i?atlitre Q;::f' Total
moyen utilisation

3 Infrastructures 6912
3.1 | Loyers des locaux Loyer brut Charges locatives

Bureau (32€/m? * 9m?) (loyer+entretien etc) 288 36 288 2/3 6912
3.2 | Electricité, eau, chauffage, ... (inclus charges) 0

Matériel 9673
4.1 I(\(/jliftr:i grec;(izizargfsn(ta?tliggiciels spécialisés) Taux d'amortissement

Microspectrométre Infrarfouge Spotlight 3/5 1 135000 | 407/11880 4625

Microspectrométre Infrarfouge Spotlight 407 4 1 1628

Microspectrofluorimétre Dilor 325 4 1 1300

Spectrométre Shimadzu 40 2 1 80
4.2 | Ordinateur de bureau Taux d'amortissement

Ordinateur portable 1 1 1500 1 1500

Equipement ordinateur 1 1 380 1 380
4.3 | Logiciels de bureau Taux d'amortissement

Logiciels de bureau 1 1 160 1 160
5 Déplacements 49820
5.1 | Missions en France Transport Hébergement + autres

Laboratoire MéDIAN 9624 17111 1 26735 1 26735
5.2 | Missions a I'étranger Transport Hébergement + autres

University of Mineapolis 500 337 1 837 1 837
5.3 | Congrés en France Transport Hébergement + autres 0
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Codts totaux (euros TTC)

Nature de la dépense Détails Nombre Cpﬂ_t Quote-
R unitaire part Total
d'unités L
moyen utilisation
5.4 | Congres a I'étranger Transport Hébergement + autres
Cardiovascular and Interventional Radiology
Society of Europe 2007-2008-2009 1000 3295 1 4295 1 4295
Controlled Release Society 2008-2009 1400 2280 1 3680 1 3680
Society of Interventional Radiology 2008-2009 1635 3018 1 4653 1 4653
International Liver Cancer Association 2008 6570 725 1 7295 1 7295
European Society of Surgical Oncology 2008 0 775 1 775 1 775
European Conference on Spectroscopy of
Biological Molecules 2009 300 1250 ! 1550 1 1550
6 Formation 2299
6.1 | Formations
Propriété industrielle et brevet 150 1 150
Management des Hommes 3420 1/20 171
Cours d'anglais 78 45 1/50 70
Inscription TOEIC 1 77 1 77
Nouveau Chapitre de These 1 600 1 750
Autres frais (Inscription a I'Université, Sécurité
6.2 R
Sociale étudiante, etc.)
Inscription URCA 3 350 1050
Inscription Bibiliothéques 1 31 31
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Codts totaux (euros TTC)

Nature de la dépense Détails Nombre C.O'”'.t Quote-
R unitaire part Total
d'unités L
moyen utilisation
7 Documentation et communication 8161
71 Affranchissements, Internet, telephone (inclus 0
"~ | loyer)

7.2 | Publicité, communication, impressions

Posters 3 45 1 135
73 Documentgthn (perlodlques, livres, bases de Taux d'amortissement

données, bibliotheque, etc.)

Articles scientifiques 400 20 1 8000

Livres 3/10 1 85 1 26
8 Charges financieres (intéréts des emprunts) 0
9 Charges exceptionnelles 0
10 | TOTAL 310773
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