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Abbréviations:

ADN : Acide Désoxyribonucléique

CIPR : Commission Internationale de Protection Radiologique

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CSDA : Approximation du Ralentissement Continu

Bmax : Nombre de sites antigéniques présents a la surface d’une cellule
DMS : Différence maximale de survie

EANM : European Association of Nuclear Medicine

EBR : Efficacité Biologique Relative

FA : Fraction Absorbée

FAM : Fraction Absorbée Massique

FFEMR : Fraction de la moelle osseuse rouge composée de fluide extracellulaire
HLA : Human Leukocyte Antigen

ICRU : International Commission on Radiation Units and measurements
INSERM : Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale

Kd : Constante de dissociation d’un anticorps

MC : Monte-Carlo

MCNP : Monte Carlo N-Particle

MIRD : comité Medical Internal Radiation Dose

RIT : Radioimmunothérapie

SEE : Specific Effective Energy

TCP : Tumour Control Probability

TEL : Transfert d’Energie Linéique

Voxel : élément parallélépipédique composant une image numérique tridimensionnelle
(VOlume X ELement)
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Introduction Générale

En 2000, d’aprés les estimations issues des registres, le nombre de nouveaux cas de cancer
était d’un peu moins de 280 000 en France. Les cancers constituent la premiére cause de
décés pour les hommes et la seconde cause pour les femmes : 150000 décés dus au cancer ont
été enregistrés en 2000. Ces deux chiffres sont en constante augmentation depuis les années
80 (+20% de déces par an dus au cancer par rapport a ’année 1980). Cette augmentation n’est
pas le signe d’un échec des thérapies mais est le fait de I’accroissement et du vieillissement de
la population. Lorsque I’on s’affranchit de ces effets, on remarque en effet que le risque de
décés par cancer diminue. L’évolution démographique des sociétés occidentales devrait, a
court terme, amplifier cette augmentation de I’incidence. Une autre évolution observée est
I’augmentation de 1’incidence des cancers de bon pronostic par rapport & ceux de pronostic
médiocre. Ce changement entraine une augmentation du nombre des patients survivants et
guéris de leur maladie. La prise en charge de ces patients doit donc étre revue, non plus sous
le seul angle de leur survie mais aussi sur celui de leur qualité de vie et de I’aprés-maladie.

Tous ces chiffres généraux masquent de grandes disparités suivant les cancers. Pour certains
cancers, la survie a 5 ans n’est que de 4% (cancer du pancréas) alors que pour d’autres ce
chiffre est évalué a 90% (cancer du testicule). De nouvelles voies thérapeutiques doivent donc
étre explorées pour améliorer le pronostic de ces pathologies résistantes. Actuellement, il
existe trois stratégies thérapeutiques principales dans la lutte contre le cancer : la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie. Le choix entre ces différents traitements est réalisé en
fonction de la localisation tumorale, du stade de la maladie, de 1’age et de 1’état général des
malades. Le traitement le plus efficace, lorsqu’il est possible, est la chirurgie. La
chimiothérapie ou la radiothérapie externe, souvent associées, ont progressé avec ’apparition
d’agents cytotoxiques plus efficaces pour la premiére, et par I’amélioration de la précision et
de la reproductibilité du traitement pour la seconde. Les effets secondaires liés a la
radiothérapie sont relativement négligeables par rapport & la morbidité induite par la
chimiothérapie, mais elle n’est indiquée que pour les cancers localisés.

La radiothérapie vectorisée est une option intéressante pour utiliser des rayonnements
ionisants dans le cadre d’un traitement systémique. La radioimmunothérapie (RIT) est un
exemple trés prometteur de ce type de thérapie. Cette stratégie thérapeutique utilise des
anticorps monoclonaux, spécifiques de certains marqueurs tumoraux, auxquels on adjoint
chimiquement des atomes radioactifs. Ces radioimmunoconjugués peuvent alors étre injectés
par voie systémique au patient et ainsi se disséminer vers les différents foyers tumoraux. La
conception et I’optimisation de ces agents sont un processus long et complexe qui nécessite la
collaboration de plusieurs disciplines : chimie, biologie, physique, médecine. Bien qu’étudiée
de maniére importante depuis 30 ans, la RIT n’a donné naissance qu’a deux traitements
aujourd’hui autorisés sur le marché : le Bexxar'™ et le Zevalin™, tous deux indiqués dans le
traitement des lymphomes non-Hodgkiniens. Les taux de réponse compléete observés sont
élevés et souvent meilleurs que ceux observés apres des cycles de chimiothérapie. Les effets
secondaires sont, en outre, relativement limités. Ces deux traitements utilisent deux
radionucléides émetteurs B : 1Y et I"*3"1,

Plus récemment, 1’idée d’utiliser des radionucléides émetteurs alpha a été avancée. Les
particules o offrent en effet deux avantages par rapport aux particules B : une grande
cytotoxicité permettant potentiellement de traiter des tumeurs peu radiosensibles et un court
parcours dans les tissus qui permet de limiter I’irradiation des tissus sains situés prés de la
tumeur. La disponibilité des radionucléides émetteurs o a longtemps été un frein important au
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développement de la RIT-o.. La construction de cyclotron de moyenne énergie a permis
I’augmentation de la production d’***At et des générateurs de ***Bi ont été mis au point pour
accroitre la distribution de ce radioélément. Ces efforts ont permis le développement d’études
pré-cliniques qui ont, finalement, donné naissance a des essais cliniques. Au moins six essais
cliniques ont eu lieu ou sont en cours dans le monde. Ils concernent le traitement de la
leucémie myéloide aigué, de glioblastomes, de mélanomes, de métastases osseuses et de
lymphomes. Les premiers résultats sont trés encourageants.

Comme pour tout traitement, celui-ci comporte des risques, notamment associés a 1’utilisation
de rayonnements ionisants. La toxicité n’est pas nulle et 1’organe limitant est trés souvent
dans le cas de la RIT, la moelle osseuse. Il existe donc une fenétre thérapeutique limitée par
cette toxicité a la moelle ou a d’autres organes sains qui doit étre pris en compte dans toute
optimisation de la technique de la RIT.

La physique, a travers la discipline de la dosimétrie, a un réle important a jouer dans ce
processus d’optimisation. La dosimétrie permet de quantifier les doses de rayonnements
délivrés a des organes sains, a la tumeur ou a toute autre cible considérée. Dans le domaine de
la radiothérapie externe, une relation entre la dose de rayonnements déposée et les effets
biologiques observés a été mise en évidence et est utilisée quotidiennement pour la
prescription des traitements. Des logiciels de plan de traitement (TPS) permettent en effet de
moduler les faisceaux d’irradiation externe afin de délivrer précisément la dose prescrite.

Bien que le contrdle de I’irradiation soit plus complexe dans le cadre de la RIT, I'utilisation
d’une relation dose/effets pour augmenter 1’efficacité est possible. On peut, en effet, envisager
d’injecter une activité trés faible d’anticorps radiomarqués en amont de la thérapie (activité
traceuse) afin de connaitre, au moyen de I’imagerie, la biodistribution du
radiopharmaceutique chez le patient. A partir de la dose calculée pour I’organe sain critique
lors de cette injection, il serait ensuite possible d’ajuster 1’activité thérapeutique a injecter afin
de maximiser 1’efficacité du traitement. Cette individualisation beaucoup plus pertinente que
I’ajustement de I’activité en fonction du poids du patient, utilisé actuellement, permettrait
ainsi d’améliorer globalement I’efficacité des traitements.

La relation dose/effets est malheureusement plus complexe a établir dans le cadre de la RIT,
notamment en raison de la non-uniformité de 1’irradiation des tissus, et n’est pas encore
caractérisée précisément. Cette non-uniformité provient de la fixation hétérogene des
anticorps radiomarqués au sein de la tumeur ou des organes sains. Or, la résolution spatiale
des détecteurs utilisés pour les patients est trop faible pour caractériser la fixation de I’activité
au sein des tissus. Une solution pour étudier I’impact de la distribution non-uniforme de
I’activité au sein des tissus sur la relation dose/effets est de travailler sur des données
précliniques obtenues lors d’études sur des modéles animaux et des groupes de cellules in
vitro.

La RIT-a, en raison des caractéristiques des particules o, semble particuliérement indiquée
dans le traitement de maladies résiduelles, de cellules tumorales isolées ou de
micrométastases. Cette particularité a des conséquences importantes pour la dosimétrie :
- la résolution de I’imagerie est insuffisante pour caractériser précisément la fixation de
I’activité,
- la dosimétrie devra étre réalisée au niveau cellulaire et non pas au niveau des organes,
- le caractére stochastique des dépOts d’énergie dans ces cibles de dimensions
micrométriques devra étre, a priori, pris en compte. C’est l’objectif de la
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microdosimétrie.

Pour analyser les expériences in vitro permettant d’étudier la relation dose/effets et plus
généralement les différents paramétres influengant I’efficacité de la RIT-a, un modele de
microdosimétrie cellulaire est indispensable. Le développement d’un tel modéle a constitué le
ceeur de notre travail de thése. Ce modéele a été utilisé pour analyser des expériences
d’irradiation cellulaires in vitro réalisées au sein de ’'U892 de I’Inserm & Nantes et modéliser
les mécanismes généraux de la RIT-c.

Les chapitres I et IT de ce manuscrit s’attachent a décrire le contexte général de ce travail.

Le principe général de la RIT sera décrit et les principales réussites et limitations de cette
modalité de traitement seront détaillées. Une attention particuliére sera accordée a la RIT-o
puisqu’elle constitue le sujet d’étude de ce travail. Le formalisme général de la dosimétrie
interne sera ensuite détaillé. Il repose sur un schéma défini par le comité du MIRD (Medical
Internal Radiation Dose), il y a tout juste 40 ans, qui peut s’appliquer & n’importe quelle
échelle spatiale et notamment a la dosimétrie cellulaire. Enfin, les principales études
démontrant une relation dose/effets dans le domaine de la radiothérapie interne seront citées.
Les particules o possédent des caractéristiques originales qui en font des particules
intéressantes dans le contexte de la thérapie. La description des interactions entre les
particules o et la structure atomique de la matiére fera 1’objet de la premiére partie du
chapitre Il. Les méthodes de dosimétrie o, seront expliquées et les diverses approximations
physiques utilisées seront justifiées a partir des données de la littérature. Lorsque 1’on
s’intéresse a la dosimétrie des particules o dans des cibles cellulaires, le caractére
stochastique des dépots d’énergie doit étre considéré. C’est 1’objet de la microdosimétrie dont
les principaux paramétres et les outils de calcul correspondants seront détaillés dans la
seconde partie de ce chapitre.

Le ceeur de notre travail de thése a consisté a développer un modele microdosimétrique pour
analyser les résultats des expériences d’irradiations cellulaires réalisées in vitro. Ce modéle
permet de simuler I’ensemble des situations rencontrées lors de ces expériences. Il calcule les
spectres d’énergie spécifique déposée dans la cible cellulaire considérée (cellule enticre,
noyau ou cytoplasme de la cellule) ainsi que les paramétres macrodosimétriques associés : la
dose absorbée, le nombre moyen de particules « ayant traversé la cible. Le logiciel développé
permet également de modéliser la fixation des anticorps aux cellules et utilise un modele
microdosimétrique de la survie cellulaire pour évaluer la toxicit¢ d’une irradiation. Le
principe général de ce modele, basé sur un calcul analytique, et sa validation par comparaison
avec deux codes Monte-Carlo (MCNPX et Geant4) seront présentés dans le chapitre Ill.

L’emploi de la microdosimétrie dans le cadre des expériences in vitro d’irradiations
cellulaires par des particules o est justifié par un critére défini par Kellerer. Ce critére repose
sur des considérations physiques liées aux fluctuations statistiques des dépots d’énergie dans
des cibles de faibles dimensions. Dans le chapitre 1V, nous chercherons a déterminer, si
I’utilisation de la microdosimétrie apporte réellement des informations supplémentaires dans
la modélisation de la survie cellulaire par rapport a un calcul macrodosimétrique. Cette étude
portera sur un ensemble de situations théoriques et réalistes dans le contexte de la RIT-o.
L’impact de la distribution non-uniforme de I’activité a I’échelle cellulaire sur la survie d’une
population de cellules tumorales sera également évalué.

Le chapitre V présente, enfin, I’application de ce modéle a I’analyse de données
expérimentales obtenues dans le laboratoire de 1’U892 par le groupe étudiant la RIT-o. Les
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apports de la dosimétrie cellulaire et de la microdosimétrie pour ce type d’analyse seront
évalués. Les limitations de ces approches seront aussi soulignées. La derniére partie présente
un modeéle théorique général de la RIT-o permettant de quantifier I’efficacité et la toxicité de
ce type de traitement. Les parameétres clé pour le succés de la RIT-« seront caractérisés.
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Chapitre I : Contexte Général

La radiothérapie externe est aux cotés de la chimiothérapie et de la chirurgie une des
stratégies thérapeutiques les plus utilisées dans le traitement des différents cancers. Son mode
d’administration, une irradiation des tumeurs a partir d’une source radioactive ou d’un
accélérateur de particules situé a I’extérieur du corps du patient, limite, & quelques exceptions
prés, son indication & un traitement loco-régional des tumeurs.

L’utilisation de rayonnements ionisants pour traiter des cancers diffus ou déja & un stade
métastatique est donc exceptionnelle et la technique privilégiée dans ce cadre sera la
chimiothérapie. Celle-ci présente, selon la multitude de traitements chimiques disponibles,
une morbidité importante et parfois une certaine inefficacité.

La radiothérapie vectorisée est une alternative a la chimiothérapie, du moins dans son
indication. Elle consiste a administrer au patient par voie locale ou systémique un agent
pharmaceutique (vecteur) radiomarqué, naturel ou de synthése. Le vecteur va aller se fixer
spécifiquement sur la cible biologique. Les particules ou rayonnements ionisants émis par le
radionucléide vont détruire sélectivement cette cible. Le vecteur peut étre le radionucléide lui-
méme, un analogue métabolique, un peptide ou un anticorps monoclonal.

1 Laradiothérapie vectorisée :

1.1 Radiothérapie Métabolique

La radiothérapie métabolique est la méthode de radiothérapie vectorisée la plus ancienne. Elle
repose sur la propriété de certains vecteurs ou radionucléides de s’intégrer aux métabolismes
de groupes cellulaires spécifiques. Ainsi, on utilise depuis 1936 le phosphore 32, qui est
incorporé naturellement dans les cellules & prolifération rapide, pour le traitement des
pathologies myéloprolifératives telles que les polycythémies vera et les thrombocythémies
essentielles. Depuis plus de 50 ans, I’iode 131 est utilisé dans le cadre des traitements des
cancers thyroidiens différenciés apres thyroidectomie [1]. La thyroide est, en effet, un organe
qui capte naturellement 1’iode, quel que soit son isotope.

Par la suite, des formes moléculaires plus complexes nécessitant un travail parfois long de
chimie de synthese ont été dévelopfées. La molécule de synthése métaiodo-benzyl-guanidine
marquée a iode 131 (MIBG-'1) est, par exemple, utilisée pour le traitement des
phéochromocytomes malins et des neuroblastomes [2, 3].

1.2 Applications locorégionales

Les tumeurs inopérables localisées ou confinées dans un organe peuvent étre ciblées par voie
artérielle. Cette stratégie exploite le fait que la plupart des tumeurs présentent une irrigation
sanguine plus importante que les tissus sains environnants. Certains carcinomes
hépatocellulaires sont ainsi traités par injection intra-artérielle de lipiodol marqué a I’iode 131

(41

1.3 Vectorisation par les peptides

Les peptides marqués avec des radionucléides émetteurs 3~ constituent un nouveau groupe
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prometteur de radiopharmaceutiques [5, 6]. Les peptides naturels, tels que les hormones et
neurotransmetteurs, ont une grande affinité avec des récepteurs membranaires spécifiques,
mais ils sont inutilisables en raison de leur courte demi-vie biologique. La Somatostatine a été
plus spécialement étudiée, et des peptides analogues avec une demi-vie plus longue ont été
synthétisés, permettant un radiomarquage et une utilisation en médecine nucléaire. Des
analogues de la Bombesine, de la Cholecystokinine, et de I’Oxytocine ont également été
développés. Ces peptides, marqués a I’indium 111, a Pyttrium 90, ou au lutétium 177 ont
permis le développement d’applications diagnostiques et thérapeutiques.

Dans le cadre de la thérapie, plusieurs essais cliniques de phase I-11 sont en cours notamment
dans le traitement de tumeurs endocrines avec le radiopharmaceutique *"’Lu-DOTATATE
[7]. Les premiers résultats sont trés prometteurs. Des taux de réponse compléte ou partielle de
30% ont été mesurés dans le cadre de traitements de tumeurs neuroendocrines [8].

La principale limitation de cette technique thérapeutique est la forte fixation du peptide
radiomarqué dans les reins lors de son élimination. Ce dernier est réabsorbé au niveau des
cellules tubulaires proximales et est retenu dans I’interstice ce qui entraine une irradiation
importante des reins. La toxicité liée a cette irradiation apparait quelques mois a quelques
années apres le traitement et peut entrainer la nécessité pour le patient d’effectuer des dialyses
régulieres. Des molécules (L-lysine, L-arginine, Amifostine) sont utilisées pour bloquer les
récepteurs rénaux des radiopeptides et ainsi limiter la toxicité [9, 10].

1.4 Radioimmunothérapie

Le concept de la radioimmunothérapie (Figure 1), i.e. radiothérapie vectorisée utilisant un
anticorps radiomarqué, a été proposé, il y a plus d’un siécle, par Ehrlich [11]. La
radioimmunothérapie (RIT) a pour objectif principal de délivrer la dose la plus élevée
possible a la tumeur tout en épargnant les tissus sains.

Les travaux initiaux dans ce domaine n’ont eu qu’un succes limité en raison du manque de
spécificité des anticorps utilisés vis-a-vis des tumeurs. En 1976, avec le développement des
techniques d’hybridation, la production d’anticorps monoclonaux a été rendue possible. Ils
ont alors été marqués par des radionucléides (principalement 1’iode 131) et ont été utilisés
contre des antigénes spécifiques de tumeurs ou contre des marqueurs (enzymes, hormones et
autres molécules) surexprimés dans les cellules tumorales. Les applications, initialement
diagnostiques (immunoscintigraphie), ont petit a petit progressé vers des applications
thérapeutiques (radioimmunothérapie) [12, 13, 14, 15, 16].
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QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 1: Schéma de principe de la radioimmunothérapie.

1.4.1 Indications :

Les cancers hématologiques sont la premiére indication actuelle de la RIT, notamment les
lymphomes non-Hodgkiniens (NHL) [17]. lls sont des cibles cliniques privilégiées pour la
radioimmunothérapie, car ils expriment de fagon trés abondante des antigénes caractéristiques
et sont fortement radiosensibles [18, 19]. Actuellement, les deux seuls radioimmunoconjugués
utilisés en routine sont indiqués pour le traitement des NHL : le *°Y ibritumomab tiuxetan
(Zevalin™) a obtenu I’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) aux Etats-Unis et en
Europe, le ! tositumomab (Bexxar'™) a également obtenu ’AMM mais uniquement aux
Etats-Unis. Ces deux traitements ont démontré, lors d’essais cliniques, une efficacité
supérieure aux traitements de chimiothérapie, prescrits jusqu’alors. Chez des patients
présentant un lymphome non-Hodgkinien folliculaire de bas grade et réfractaires aux
traitements de chimiothérapie, le taux de réponse global a été évalué a 65% (28% pour la
chimiothérapie précédente) et les réponses complétes a 30% avec une médiane de durée de
rémission de 5 ans pour le Bexxar™ [20]. Ces taux de réponse & la RIT sont encore plus
élevés lorsque le traitement est utilisé en premiére ligne, i.e. chez des patients n’ayant pas
recu d’autres modalités de traitement auparavant. Dans un essai clinique de phase II
concernant le lymphome non-Hodgkinien folliculaire de bas grade, on a ainsi observé aprés
un traitement au Bexxar™, un taux de réponse objective de 97% et un taux de réponse
compléte de 63% [21]. Dans un autre essai clinique de méme type mais cette fois-ci pour des
lymphomes folliculaires avancés, Kaminski [22] a observé un taux de réponse compléte de
75%. Des taux de réponse similaires ont été observés avec le Zevalin™ [23, 24, 25].

La toxicité primaire observée lors de ces traitements est une myélosuppression transitoire. En
général, la toxicité non-hématologique est, en revanche, minimale. Il n’y a pas, par exemple,
de perte de cheveux, ou de mucosite comme dans le cas de la chimiothérapie. A long terme, la
toxicité semble équivalente a celle de la chimiothérapie [26].

Il existe de nombreuses autres applications étudiées actuellement, telles que le traitement des
leucémies [27, 28] et des lymphomes a cellules-B agressifs réfractaires ou en rechute [29].

La RIT des tumeurs solides s’est avérée, en revanche, beaucoup moins efficace avec des taux
de réponses objectives de moins de 2% [30]. La radiosensibilité plus faible des cellules
tumorales dans ces cancers ainsi que la faible pénétration des anticorps pourraient limiter
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I’efficacité de la RIT. Toutefois, dans le cadre de certaines tumeurs cervicales ou ovariennes,
des injections intra-cavitaires d’anticorps radiomarqués apres chirurgie ou non semblent
montrer une certaine efficacité [31, 32, 33, 34]. Malgré des résultats initiaux peu
encourageants, les recherches se poursuivent pour les cancers du sein, colorectaux,
pancréatiques, ou encore les cancers pulmonaires a petites cellules [35] en envisageant
différentes méthodes d’optimisation de la RIT. A I’heure actuelle, dans le cadre des tumeurs
solides, il semble que le traitement des micrométastases et des maladies résiduelles soit
I’approche optimale.

1.4.2 Paramétresclé de laRIT :

Pour répondre a I’objectif principal de la RIT, détruire les cellules tumorales tout en
épargnant les tissus sains, le rapport de I’activité concentrée dans la tumeur sur 1’activité
concentrée dans les tissus sains (Tumour/Non-Tumour ratio, ou T/NT) doit étre le plus élevé
possible. Ce paramétre clé de D’efficacit¢ de la RIT va dépendre de plusieurs facteurs
physiques, chimiques, biologiques et physiologiques du radioimmunoconjugué (anticorps +
radionucléide) et de la tumeur a cibler [14].

1.4.2.1 Anticorps :

Un anticorps est une glycoprotéine utilisée par le systtme immunitaire pour détecter et
neutraliser les agents pathogénes comme les bactéries et les virus. Les anticorps ont la
capacité de reconnaitre et de se fixer de maniére spécifique sur un antigéne.

Le choix de I’anticorps, et en creux de I’antigene, va décider de la spécificité du traitement et
de la quantité de radioactivité qui va pouvoir étre accumulée dans les tumeurs. Pour une
efficacité maximale, cet anticorps doit cibler un antigéne spécifique des cellules tumorales,
bien représenté a la surface de celles-ci et posséder une bonne affinité pour cet antigene. Son
taux de pénétration a I’intérieur des tumeurs doit étre satisfaisant et son taux de clairance du
sang ou des organes sains doit étre le plus rapide possible.

11 a été observé que les anticorps intacts avaient un faible taux de pénétration a I’intérieur des
tumeurs. Plusieurs types de fragments d’anticorps, dont la taille moléculaire est plus faible
que celle d’une immunoglobuline (IgG) intacte, sont étudiés pour améliorer cette pénétration
tumorale. Les fragments bivalents F(ab’), et les fragments monovalents F(ab’) ont montré
d’excellents résultats thérapeutiques lors d’essais cliniques ou sur des animaux [36, 37, 38,
39, 40, 41] bien que leurs temps de résidence a I’intérieur des tumeurs soient plus faibles que
pour un anticorps intact. D’autres constructs encore plus petits sont étudiés : les « diabodies »
et les « minibodies » par exemple [42].

Les premiers anticorps monoclonaux développés dans le cadre de la RIT étaient des anticorps
murins. Cette caractéristique pose probléme lors des essais cliniques chez 1’homme.
L’injection d’anticorps murins dans un organisme humain provoque en effet le déclenchement
d’une réponse immunitaire et la fabrication, par I’organisme héte, d’anticorps anti-anticorps
murins (également appelé HAMA : human anti-mouse antibodies). Ce phénoméne est appelé
immunogénicité. L’immunogénicité limite 1’administration de ’anticorps a une ou deux
injections. Lors d’injections supplémentaires, les anticorps murins sont alors attaqués et
dégradés par les anticorps de 1’organisme. Le fractionnement potentiel de la thérapie est alors
rendu impossible. Des anticorps chimériques ou humanisés (certains fragments de I’anticorps
sont remplacés par des fragments d’anticorps humains), et méme humains sont développés
pour limiter ou supprimer cette réponse immunitaire.
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1.4.2.2 Radionucléides :

De trés nombreux radionucléides sont disponibles pour la RIT. L’idée principale guidant le
choix du radionucléide est son adéquation avec le mode d’administration de la RIT choisi et
avec le type de tumeurs a traiter.

Dans le cadre de la RIT, la période physique du radionucléide doit étre en rapport avec la
cinétique de fixation et de rétention du vecteur utilisé. Une période physique trop courte
entrainera un nombre élevé de désintégrations a I’extérieur de la cible, avant que le vecteur
radiomarqué n’ait pu se fixer, et conduira donc a une irradiation non spécifique importante. A
I’inverse, une période physique trop longue entrainera une irradiation a tres faible débit de
dose, qui on le sait, est beaucoup moins toxique pour la tumeur.

Le second parametre a considérer est le type de rayonnement émis par le radionucléide :

Emissions R : Les émetteurs B~ ont un transfert d’énergie linéique (TEL) faible.
Le TEL est la quantité d’énergie délivrée par la particule par unité de distance
parcourue dans la matiere. Le parcours des particules 3 est relativement long
dans la matiere (de quelques centaines de micrométres a quelques millimetres),
ce qui permet d’envisager en radiothérapie vectorisée la destruction d’une
cellule non ciblée du fait des émissions provenant de cellules adjacentes. Ce
phénomene, appelé "feu croisé", permet I’augmentation de I’efficacité d’un
traitement, puisqu’il n’est pas nécessaire de cibler I’ensemble des cellules a
détruire, mais qu’il importe juste de cibler un nombre suffisant de cellules dans
la zone a détruire. Les émetteurs 3 sont les radionucléides les plus employés
pour la radioimmunothérapie, notamment 1’iode 131, le cuivre 67 et I’yttrium
90, le lutétium 177, le rhénium 186.

Emissions Auger : Les électrons Auger ont un TEL élevé sur les premiers
nanometres de leur trajectoire. En outre, leur énergie d’émission est faible et
leur parcours dans les tissus est trés court (de ’ordre de 30 um pour 1’¢électron
le plus énergétique de I*1).

Ils peuvent donc provoquer une toxicité importante lorsqu’ils sont internalisés
au sein méme de la molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN). A distance
du point d’émission, les électrons Auger ont un TEL faible. Une internalisation
dans le cytoplasme de ces radionucléides s’est avérée peu cytotoxique [43].
Paradoxalement, il semble que des émissions Auger au niveau de la membrane
cellulaire soient plus cytotoxiques [44]. Plusieurs émetteurs Auger ont été
utilisés pour la radiothérapie vectorisée, notamment 1’iode 125, I’'indium 111 et
le gallium 67. Les radionucléides émetteurs Auger sont donc trés prometteurs,
mais le principal défi est de les associer a des vecteurs capables de leur faire
pénétrer la membrane de la cellule et la membrane nucléaire. Les
radionucléides émetteurs Auger en raison du faible parcours dans les tissus des
électrons émis, semblent appropriés pour traiter des cellules isolées ou des
micrométastases.

Emissions alpha : Les émetteurs o ont un TEL élevé, contrairement aux
particules R (Figure 2). Les particules o délivrent une dose importante le long
de leur trajectoire (de 1’ordre de quelques dizaines de micrometres) ce qui les
rend trés toxiques. L’astate 211, le bismuth 212 et 213 et I’actinium 225
semblent étre les émetteurs les plus prometteurs pour la RIT-a. Leur faible
parcours limitant I’effet de feu croisé, les particules o semblent indiquer dans
le traitement des cellules isolées (lymphomes, leucémies) et des
micrométastases.

Emissions gamma : Les photons y, de TEL faible, ont un long parcours dans
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les tissus biologiques. La présence d’émissions y augmente la dose corps
entier, non spécifique, puisqu’un photon émis dans la cible va irradier les
organes sains a distance. Cependant, quand leur énergie est comprise dans la
plage de fonctionnement des gamma caméras (de 100 & 400 keV, avec un
maximum d’efficacité autour de 150 keV), il est possible d’acquérir des
images scintigraphiques pendant le traitement. Ces images permettent de
connaitre la biodistribution de la radioactivité. Cette connaissance est
nécessaire pour réaliser des études dosimétriques.

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image-

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 2: Parcours et densité d'ionisations des particules { (haut) et des particules i3 (bas) dans la
matiere.

Des contraintes techniques limitent ces choix optimaux. Le choix d’un radionucléide se fera,
en premier lieu, sur sa disponibilité et son colt de production. Ses propriétés physiques et
chimiques vont également beaucoup influencer son couplage a 1’anticorps choisi. Le
radiomarquage doit, en effet, étre simple, reproductible et réalisable dans un temps acceptable
par rapport a la période physique du radioélément. L’activité spécifique obtenue a I’issue de
cette phase de couplage, qui représente 1’activité par unit¢ de masse d’anticorps ou plus
simplement la proportion d’anticorps radiomarqués, doit étre la plus élevée possible afin
d’augmenter 1’efficacité anti-tumorale du traitement une fois injecté [45]. Enfin, le couplage
devra s’avérer stable in vivo. De trés nombreux radionucléides, une fois détachés de
I’anticorps, ont en effet un certain tropisme pour quelques organes sains. On a ainsi observé
que I’*!!At libre avait tendance & aller se fixer sur la thyroide et I’estomac dans des études sur
la souris [46]. Cette modification de la biodistribution dlle au manque de stabilité du
radioimmunoconjugué peut entrainer une toxicité importante chez le patient.
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1.4.2.3 Tumeur :

Lors du diagnostic d’un cancer, le type, la physiologie et la localisation des tumeurs sont
caractérisés a ’aide de 1’imagerie médicale et de biopsies. Ces premicres informations sont
décisives dans le choix de la stratégie thérapeutique.
Dans le cadre de la RIT, la localisation des tumeurs va décider de la voie d’accés des
anticorps radiomarqués. Deux types d’injections sont possibles :
- une injection intra-cavitaire pour des cancers dont les cellules tapissent une
cavité naturelle ou une cavité née de la résection d’une tumeur par chirurgie
(exemples: cancer ovarien, glioblastomes),
- une injection systémique pour des cancers hématologiques ou solides non

accessibles.
Le pourcentage de radioimmunoconjugués fixés par les cellules tumorales est un facteur
limitant de la RIT. La vascularisation, les barriéres a la pénétration des anticorps ainsi que la
pression intratumorale et la nature de la maladie (masse tumorale importante vs petite tumeur)
vont notamment influencer 1’accumulation des anticorps dans la tumeur. Un calcul simple
montre que pour 0,001%-0,01% de la dose injectée d’anticorps radiomarqués par gramme de
tumeur, la dose cumulée & la tumeur est inférieure a 15 Gy ce qui est trés éloigné des 50 Gy
nécessaires pour obtenir une réponse thérapeutique dans la plupart des néoplasmes [13]. Si
I’accumulation dans la tumeur est faible, la dose nécessaire ne peut pas étre atteinte en raison
de la dose limitante aux organes sains. En effet, augmenter ’activité injectée pour augmenter
la dose a la tumeur s’accompagnera d’une augmentation importante de la dose aux tissus sains
et entrainera donc une certaine toxicité. Dans le cadre de la RIT, I’organe sain critique est trés
souvent la moelle.
Enfin, le dernier point qui va beaucoup influencer I’efficacité de la RIT est la radiosensibilité
des cellules tumorales. Les premiers succés obtenus en RIT 1’ont été pour les lymphomes. Ces
types de cancers sont habituellement trés radiosensibles et la dose et le débit de dose
nécessaires pour détruire les cellules tumorales sont, dans ce cas, beaucoup moins élevés que
pour les tumeurs solides, par exemple.

1.4.3 Limitations et optimisations possibles :

La radioimmunothérapie est étudiée depuis plus de 30 ans par de nombreuses équipes a
travers le monde. Au cours des différentes études cliniques et pré-cliniques et avec les
informations recueillies lors de traitements routiniers de Bexxar™ et de Zevalin™, les
limitations et difficultés liées & la RIT sont désormais bien connues.

La faible accumulation des anticorps dans la tumeur par rapport aux organes sains reste la
principale limitation pour délivrer efficacement des doses ¢élevés a la tumeur. L’efficacité de
la RIT, comme nous 1’avons dit précédemment, est basé sur le différentiel entre 1’activité
accumulée dans la tumeur et I’activité accumulée dans les organes sains. Plus ce différentiel
sera important, plus les doses injectées pourront étre augmentées afin d’améliorer la réponse
thérapeutique.

Plusieurs méthodes sont envisagées pour améliorer I’index thérapeutique, qui désigne le ratio
des effets a la tumeur sur les effets aux tissus sains. Comme mentionné précédemment, des
vecteurs moléculaires plus petits sont étudiés afin d’améliorer la perméabilité vasculaire de la
tumeur. lls ont montré un taux de clairance du sang tres rapide ce qui limite leur toxicité
hématologique.

Une autre solution pour accélérer le taux de clairance des anticorps dans le sang est le
préciblage ou pretargeting. Cette méthode consiste a injecter en plusieurs étapes et
séparément 1’anticorps et le radionucléide afin de diminuer le nombre d’anticorps
radiomarqués non fixés dans le sang. Plusieurs approches ont été étudiées. L’une d’entre elles
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consiste, lors d’une premiére étape, a injecter de I’avidine ou streptavidine conjuguée a un
anticorps. Lorsque 1’on estime que les anticorps non fixés ont disparu de la circulation, on
injecte alors de la biotine radiomarquée qui va se fixer, avec une trés grande affinité, sur
I’avidine conjuguée aux anticorps [47]. Les essais cliniques utilisant cette méthode ont
toutefois été décevants en raison d’une forte toxicité aux reins [48, 49, 50]. Paganelli a
développé une méthode similaire mais en trois étapes [51]. Une autre approche, appelée
Affinity Enhancement System (AES), est utilisée par 1’équipe de recherche U892 de I’'Inserm
de Nantes [52, 53, 35]. La technique AES requiert un hapténe radiomarqué et un anticorps
monoclonal bispécifique capable de reconnaitre, d’une part, la cellule cible et, d’autre part, la
molécule radioactive. Dans un premier temps, I’anticorps est injecté. Dans un deuxiéme
temps, quelques jours plus tard, quand 1’anticorps est fixé sur les cellules tumorales, une
injection diagnostique ou thérapeutique d’hapténes radiomarqués est réalisée. De trés bons
résultats en matiére d’imagerie de la tumeur ont été ainsi obtenus lors d’essais cliniques [54,
55, 35].

La toxicité aux organes sains est le facteur qui empéche 1’augmentation des activités injectées
aux patients. Une méthode évidente consiste a protéger les organes sains de cette toxicité.
Pour limiter la toxicité aux reins, des acides aminés ou de sucres aminés sont administrés et
vont bloquer la réadsorption des fragments d’anticorps radiomarqués. Des facteurs de
croissance hématopoiétiques voire des cellules souches du sang périphérique peuvent étre
également injectés au patient afin de contrer les effets myélosuppressifs de la RIT.

Le fractionnement, qui est un protocole dans lequel les injections d’anticorps radiomarqués se
succedent dans le temps, permet de délivrer les anticorps radiomarqués, et donc des doses ,de
facon plus uniforme (la taille de la tumeur et le nombre de cellules pourraient diminuer aprés
les premiéres administrations), de réduire la toxicité, d’augmenter la dose maximale tolérée et
de prolonger la réponse. En revanche, le débit de dose délivré qui influence la réponse de la
tumeur est plus faible. Le fractionnement requiert également 1’utilisation d’un anticorps non
murin afin d’éviter toute réponse immunitaire lors des injections successives.

Les succeés dans le traitement des tumeurs solides ont été tres relatifs pour la RIT. Peu de
réponses objectives ont été observées chez les patients. Pour ces types de cancers, il semble
que le rationnel pour la RIT soit le traitement des micrométastases et des maladies résiduelles.
Pour dépasser cet échec, il est envisagé d’associer la RIT a d’autres modalités de traitement et
notamment la chimiothérapie. Des résultats pré-cliniques encourageants ont été obtenus [56].
Des études d’optimisation sont nécessaires afin de déterminer précisément comment
administrer ces deux agents de la maniére la plus efficace.

144 RIT-a:

L’utilisation de radionucléides émetteurs o est relativement récente dans 1’histoire de la RIT.
L’intérét de cette modalité est suscité par les caractéristiques des particules o qui pourraient
permettre de traiter certains cancers pour lesquels la RIT-8 semble inefficace.

Les particules 3 ont un parcours relativement long dans les tissus (quelques millimétres a
plusieurs centimétres) ce qui permet de penser qu’elles sont appropriées pour traiter de
grosses tumeurs. Ce long parcours permet aussi de pallier, dans une certaine mesure, la non-
uniformité de I’expression de I’antigeéne ciblé a la surface des cellules tumorales. Les cellules
non ciblées pourront en effet étre tuées par le passage de particules fixées a des cellules
tumorales voisines (feu croisé). En revanche, les tissus sains proches de la tumeur vont
également subir ce feu croisé et la spécificité de la RIT va s’en trouver diminuée.

Les particules o possedent, elles, la particularité d’avoir des parcours trés courts dans la
matiere (quelques dizaines de micrométres) et surtout une efficacité biologique relative
beaucoup plus élevée que les B (i.e. & dose équivalente, les particules o seront beaucoup plus
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toxiques que les particules f3). Ces particules constitueront donc des armes thérapeutiques tres
sélectives et tres efficaces, particulierement indiquées dans le traitement des micrométastases
ou des maladies résiduelles.

La liste des radioéléments émetteurs o potentiellement utilisable est plus restreinte que la liste
des radioéléments émetteurs B". Leur production est surtout beaucoup plus difficile ce qui
limite leur utilisation. Toutefois, le fort potentiel de la RIT-o a entrainé le développement de
leur production et leur plus large distribution. La construction du cyclotron de haute énergie
ARRONAX 4 Nantes qui va permettre la production d’?'At est, dans ce contexte, une étape
importante pour le développement de cette technique thérapeutique.

1.4.4.1 Caractéristiques radiologiques et radiobiologiques des particules o :

14411  Caractéristiques radiologiques

Les particules o sont des noyaux d’hélium constitués de deux protons et deux neutrons. Il
s’agit donc de particules chargées positivement (He?*). Ces particules sont le produit de la
désintégration de certains radionucléides de Z élevé (***U, ?*Ra, **Po...).

L’énergie de recul produite lors de cette désintégration va étre élevée (100 a 200 keV) et va
briser les liaisons carbone qui relient I’anticorps a 1’atome radioactif dans le cadre de la RIT.
L’¢élément-fils produit va donc étre libre et pouvoir se diffuser dans les tissus. Cette
caractéristique est un probléme pour I’utilisation de radionucléides qui comportent un ou
plusieurs émetteurs o parmi leurs éléments-fils (**Ac, “!At). Si la période de ces éléments-
fils est longue, leur diffusion et leur tropisme pour certains organes sains peuvent entrainer
une toxicité non négligeable dans la thyroide, I’estomac et la voie urinaire par exemple.

Les particules possédent une énergie inférieure a 10 MeV qu’elles déposent le long d’un
parcours relativement court (quelques dizaines de micrometres). Ce parcours correspond a la
traversée de moins de 10 cellules. Leur TEL est donc trés élevé, en moyenne 100 keV/pm. Ce
TEL augmente lorsque 1’énergie des particules o diminue au fil de leur parcours dans la
matiére.

14412  Caractéristiques radiobiologiques

La forte cytotoxicité des particules o a été démontrée depuis longtemps [57] et a été jugée tres
vite prometteuse pour le développement de la RIT-a. Des études ont montré que seulement 1
a 4 traces de particules o dans le noyau d’une cellule pouvaient suffire a tuer celle-ci [58, 59].
Pour comparaison, I’inactivation d’une cellule nécessite plus de 20 000 traces de particules B
dans le noyau de celle-ci.

Le TEL élevé est une des explications de cette forte cytotoxicité. Les particules a, utilisées en
médecine nucléaire, ont, en effet, un TEL moyen de 1’ordre de 100 keV/um, bien supérieur au
TEL moyen des B: 0,2 keV/um. Cette valeur est proche de celle ol la toxicité des
rayonnements est la plus élevée [60]. La séparation moyenne entre deux éveénements ionisants
(densité d’ionisation) correspondrait en effet au diamétre de la double hélice d’ADN, ce qui
augmenterait la probabilité des cassures double brin (DSB : double strand-breaks en anglais).
Les cassures double brin ne sont habituellement pas réparables par la cellule. La propension
des particules o a provoquer des cassures double brin fait que leur action cytotoxique dépend
peu du débit de dose au contraire des particules B. Cette propriété est intéressante dans le
contexte de la RIT ou les débits de dose ne sont pas trés élevés. Les rayonnements de TEL
élevé ont enfin un autre avantage, ils permettent de traiter aussi efficacement les populations
cellulaires oxiques ou hypoxiques [60].

29



Chapitre I : Contexte Général

Il a ét¢é montré qu’il existait également une réponse cellulaire a 1’irradiation o. Les
particules o provoquent 1I’apoptose chez certaines cellules et des arréts en G2/M ou d’autres
délais dans le cycle cellulaire pour permettre la réparation des dommages chromosomiques
[61].

Les courbes de survie des cellules irradiées par des particules sont caractérisées par des
exponentielles sans épaulement. Cette observation semble indiquer que la toxicité d’une
irradiation o est reliée aux passages individuels de particules o dans le noyau et non pas a la
combinaison des effets de dommages sublétaux induits par I’accumulation de passage de
particules o dans le noyau. Le modele de survie est donc linéaire et non pas linéaire
quadratique comme pour les irradiations B (Figure 3).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (Uncompressed)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 3: Survie cellulaire représentée en fonction de la dose aprés une irradiation o (courbe de
gauche) et apreés une irradiation  (courbe de droite) (d’aprés [59]).

Toutes ces caractéristiques font des particules o des particules trés prometteuses dans le cadre
de la thérapie. Les nombreuses études pré-cliniques ont confirmé ces avantages et plusieurs
essais cliniques sont en cours pour confirmer ce potentiel.

1.4.4.2 Indications de la RIT-a

La géométrie et la taille des tumeurs sont des facteurs importants pour la sélection du type de
rayonnement dans le cadre d’une application thérapeutique particuliére. La proximité des
cellules tumorales avec des tissus sains trés radiosensibles est également un élément essentiel
a prendre en compte. Lorsque la taille des tumeurs diminue, I’avantage potentiel des
particules o sur les particules B grandit méme si I’on ne prend pas en compte I’efficacité
biologique relative. Humm [62] a comparé un émetteur o (**At) et un émetteur p (°°Y) en
calculant le rapport de leurs fractions absorbées pour des tumeurs de différentes tailles. Ce
rapport est de 9 pour une tumeur de 1mm et de 33 pour une tumeur de 0,2 mm en faveur de
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I’émetteur o. L’avantage en maticre de spécificité de I’irradiation est indéniable : moins
d’énergie de la particule o sera « gaspillée » en dehors de la tumeur. Humm a également
montré qu’il faudrait 1000 fois plus de désintégrations surfaciques avec 1’°°Y pour atteindre la
toxicité de I’*!At pour une cellule isolée [63]. Les indications naturelles de la RIT-o
semblent donc étre les tumeurs caractérisées par des cellules libres flottantes dans la
circulation (e.g. lymphomes) et les micrométastases. La RIT-o semble également appropriée
pour traiter les cancers qui s’établissent sous la forme d’une fine couche a la surface des
cavités (méningites néoplasiques, cancer ovarien). Le court parcours des particules o dans les
tissus permet d’épargner les tissus sains situés autour de la cavité [64, 65]. L’injection
intracavitaire est également intéressante car elle permet de délivrer rapidement ces émetteurs
a la demi-vie habituellement assez courte. L’élimination de maladies résiduelles aprés
chirurgie est également trés étudiée [66].

La RIT-o a été étudiée pour de nombreux types de cancers sur des modéles animaux. Le
premier essai pré-clinique encourageant fut 1’utilisation d’un anticorps radiomarqué au *?Bi
pour une thérapie in vivo d’ascites de cellules T chez la souris [67]. De nombreux autres
essais ont eu lieu pour traiter des modeles de cancer du poumon, de carcinome du colon, de
neuroblastomes, de mélanomes, de rhabdomyosarcomes et de leucémies [68].

Les trois derniers essais chez la souris ont donné de bons résultats thérapeutiques et ont
conduit a un essai clinique chez I’homme.

Le premier essai clinique de RIT-o, a débuté en 1996. Le radioimmunoconjugué injecté était
le (***Bi)CHX-0-DTPA-HuM195 qui est spécifique de ’antigéne CD33 de la leucémie
myéloide [69]. 9 patients (8 en rechute et 1 réfractaire) touchés par la leucémie aigué
myéloide ont été traités avec 10,4, 15,5 ou 20,7 MBg/kg (0,28 ; 0,42 ; 0,56 mCi/kg) en trois
ou six fractions sur 2 a 4 jours. En matiére de toxicité, seul un épisode myélosupressif
transitoire a été observé chez 6 patients. 5 patients évaluables ont eu des réductions
transitoires des cellules leucémiques dans le sang périphérique et 5 patients ont eu également
une réduction du pourcentage de leurs blastes de leucémie dans la moelle osseuse. La dose
maximale tolérée n’a pas été atteinte en raison de la disponibilité insuffisante et du codt
important des générateurs “°Ac/**Bi. A la suite de cette étude, les auteurs de cet essai
clinique ont évalué que pour atteindre des rémissions complétes, le nombre de cellules a
cibler était trop important par rapport au nombre d’anticorps radiomarqués injectés. Ils ont
donc préconisé 1’utilisation de ce traitement apres une réduction partielle de la maladie par un
premier traitement. lls ont appliqué ce protocole thérapeutique dans un second essai clinique.
Lors de cet essai de phase I//1l, les patients ont d’abord été traités par chimiothérapie
(cytarabine) pour permettre une réduction partielle des masses tumorales leucémiques puis ils
ont recu une injection de **Bi-Hum195. Des réponses complétes ont été observées. La
toxicité médullaire observée a été importante a [Dactivité injectée la plus élevée
(myélosuppression prolongée) [70].

L’idée d’utiliser la RIT-oe aprés un premier traitement a été reprise dans un autre essai
clinique par 1’équipe de l'université de Duke aux Etats-Unis. Un anticorps chimérique
antitenascine radiomarqué a I’?At, a été injecté dans la cavité résultant de la résection de
tumeurs cérébrales malignes (gliomes) [66]. Il s’agit du premier essai clinique utilisant
1’*"At. La dose maximale tolérée (Maximum Tolerated Dose : MTD) n’a été atteinte dans cet
essai, ce qui indique que la trés grande majorité des désintégrations ont eu lieu dans la cavité
(96,7%). Une neurotoxicité de grade Il a été observée chez 6 patients sur 18. Les médianes de
survie observées chez les patients se sont révélées proches de celles qui sont observées lors
d’un autre essai clinique avec le méme anticorps radiomarqués a I’*'1 [34, 71] mais le
traitement avec 1"***At semble moins toxique.

D’autres essais cliniques ont également vu le jour récemment. En Australie, des essais
cliniques de phase | et Il de traitements par RIT-« de mélanomes secondaires sous-cutanés de
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stade 4 ont mis en évidence une destruction des capillaires tumoraux par les particules o [72,
73]. En Suéde, I’effet palliatif d’un traitement a base de “’Ra a été montré chez des patients
souffrant de métastases osseuses [74]. Enfin, un essai sur le lymphome est en cours a
Dusseldorf [66].

1.4.4.3 Les différents émetteurs «

Il existe approximativement 100 radionucléides (la majorité ayant un numéro atomique, Z,
supérieur a 82) qui se désintegrent en émettant des particules o.. La majorité des émetteurs o
est produite par purification isotopique de déchets nucléaires civils. Ils sont ensuite incorporés
dans un générateur et peuvent étre élués. Des émetteurs produits par cyclotron sont également
disponibles [75].

Différents critéres [76, 45] peuvent étre retenus pour choisir un radionucléide :

1) la disponibilité dans un contexte académique ou commercial,

2) le processus chimique permettant leur couplage & un anticorps : il doit étre compatible
avec leurs propriétés physiques (e.g. pour le ?Bi, 1’élution, la purification et le
couplage doivent étre tres rapides pour préserver une activité suffisante),

3) la biodistribution du radionucléide libre dans les tissus biologiques (I"?"At est par
exemple relargué beaucoup plus rapidement de la cellule que le **Bi et peut
s’accumuler dans certains organes)

4) la stabilité in vivo : le #°Bi a un couplage stable, celui de I’***At doit étre amélioré
(une fois libre, on observe une accumulation de 1"*"At dans I’estomac, la thyroide, les
poumons) [46].

5) la chaine de décroissance : il existe un probleme de stabilité du couplage pour les
éléments-fils. L’énergie de recul communiquée au noyau lors de la premiére
désintégration o est suffisante pour briser la liaison chimique qui lie le radionucléide
fils a I’anticorps. En outre, les éléments-fils sont souvent chimiquement différents de
I’élément pére. Une demi-vie courte de I’élément-fils est souhaitable pour éviter sa
diffusion loin de la cellule tumorale. Le **Ac ne peut ainsi étre utilisé que s’il est
internalisé [77].

6) la fraction des désintégrations qui produit une particule o doit étre élevée et ’absence
d’émissions de particules B est un avantage. Des émissions gamma permettent
d’obtenir des images.

7) La demi-vie du radionucléide doit étre compatible avec la dynamique de la
localisation de la tumeur et de la rétention de la molécule porteuse.

Voici une liste des principaux émetteurs oo utilisés lors d’études pré-cliniques ou d’essais
cliniques chez ’homme [68]. Les chaines de désintégration de ces divers radioéléments ont
été reproduites en annexe.

228 - T150: 60,6 min

Sa demi-vie limite son utilisation a des cas ou une localisation rapide de la tumeur peut étre
réalisée. Les injections intraveineuses avec un anticorps monoclonal semblent irréalistes. Des
générateurs **Ra/*?Bi sont disponibles.

212 .

Pb Ti: 10,6 h
Il peut étre produit avec le générateur ?*Ra/***Ph. Le probléme du #?Pb est qu’il a tendance a
détruire le chélate qui le relie a I’anticorps dans sa chaine de désintégration.

213Bj Ty0: 45,6 min
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Ce radionucléide est disponible sous la forme d’un générateur “*Ac/***Bi. Ce générateur peut
produire du #*Bi pendant 10 jours. Les activités spécifiques obtenues sont comprises entre
370-925 MBg/mg (10-25 mCi/mg). On trouve dans les données nucléaires une émission
photonique a 440 keV permettant de faire des images avec une gamma caméra (Figure 4).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 4: Image planaire postérieure d’un patient aprés chaque injection de 213Bi-HUM195
d’une série de 4 (d’aprés [69]).

ZHAL: Ty 7,20

C’est I’émetteur o« le plus prometteur en raison notamment de sa demi-vie. L’imagerie est
possible. Au cours de sa décroissance, I’*''At émet, en effet, diférents photons dont I’énergie
est comprise entre 77 keV et 90 keV (25 %). Un élément fils, le 2°’Bi, émet, lui, des photons
compris entre 73 keV et 75 keV (58 %) et entre 500 keV et 1,1 MeV (1,72 photons par
désintégration). La disponibilité de 1’***At est réduite car on a besoin d’un cylotron de
moyenne énergie avec un faisceau de particules . pour le produire. Pour 1’obtenir, on
bombarde une cible de métal (*°’Bi) et on le récupére ensuite par distillation séche. Le produit
fils "Bi a une demi-vie de 33,4 ans. Ceci n’est pas vraiment problématique car I’activité de
27Bj générée a partir de 37MBq (1mCi) d’***At est 0.033 MBq (0.0009 mCi) [78].

2%Ra Ty 11,4

11 est disponible sous la forme d’un générateur *’ Ac/***Ra. 1l comporte 4 émissions o dans sa
chaine de désintégration. Plusieurs photons gamma avec des énergies autour de 90 keV (52%)
et de 270 keV (14%) sont émis par le ?*Ra ce qui rend 'imagerie possible [74] (Figure 5).
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QuickTime™ etun
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 5: Scintigraphies au *™Tc-MDP (haut) et au “*Ra (bas) chez un patient avec des
métastases osseuses (d’aprés [74]).

AC Typ: 10

11 s’agit également d’un radionucléide trés prometteur. Il comporte 6 radionucléides fils dans
sa chaine de désintégrations jusqu’au 2°Bi qui est stable. Pour chaque désintégration du
25Ac, 5 particules oo et 3 particules B sont émises. Toutefois, il est difficile de trouver un
chélate résistant a I’énergie de recul (100 a 200 keV : cette énergie correspond a 1’énergie de
liaison d’un complexe macrocyclique metal-ion) et la stabilité est donc impossible & assurer.

#%Em (Fermium) Ty 20,1 h
Il émet une particule o de 7,02 MeV (93,4%) jusqu’au californium-251 qui a une demi-vie de
900 ans. Il peut étre produit a partir d’un générateur d’einsteinium-255.

149;

Tb T1/2: 4 h
Il se désintégre en émettant un alpha (17%), un positon (4%) et par une capture électronique
(79%). Le nombre de particules o produites par désintégration est un peu faible pour
envisager son utilisation en thérapie.

1.4.4.4 Limitations et Optimisations de la RIT-o

La forte cytotoxicité des particules o a pour conséquence qu’un a quatre passages de ces
particules dans le noyau d’une cellule peuvent suffire a la tuer. Contrairement a la RIT-B, des
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anticorps radiomarqués avec des émetteurs oo peuvent donc tuer des cellules isolées sans
besoin de feu croisé. Le court parcours des particules o entrainera, en outre, une grande
spécificité de I’irradiation : les tissus sains environnants seront épargnés. Comme nous
I’avons précisé dans la partie précédente, la RIT-o offre donc une opportunité thérapeutique
jusqu’alors peu accessible aux traitements de radiothérapie : le traitement de maladies
résiduelles, de micrométastases, de cellules tumorales circulantes.
Cette élimination des cellules tumorales, une & une, va avoir pour conséquence une grande
sensibilité de cette technique par rapport a certains paramétres. La fenétre thérapeutique sera
trés étroite.
Le succés d’un traitement de RIT-o va, dans ce contexte, dépendre de:
- la variation intra- et inter-individuelle de I’expression antigénique a la surface
des cellules tumorales. Celle-ci ne pourra pas, en effet, étre compensée par u
feu croisé important comme dans le cas de la RIT-B,
- la quantité de cellules tumorales a éliminer,
- la radiosensibilité des cellules tumorales (qui peut étre modifiée en raison de
traitements antérieurs a la RIT).
On considére que, pour obtenir une rémission compléte, 99,9% des cellules tumorales doivent
étre éliminées [69]. Si seulement 1% des cellules tumorales isolées ne présentent pas
d’antigénes a leur surface, le traitement va échouer ou tout au moins ne pas conduire a une
rémission compléte.
La variation inter-individuelle de cette présence antigénique a la surface des cellules va
entrainer d’autres limitations. Face a cette fenétre thérapeutique trés étroite, il va falloir
déterminer trés précisément D’activité qui doit étre injecté pour chaque patient afin
d’augmenter les chances de succés du traitement. L’imagerie pré-thérapeutique ne nous
fournira que peu d’informations ; la résolution des appareils actuels ne va pas nous permettre
de caractériser précisément la quantité de cellules tumorales et surtout la fixation effective de
I’anticorps radiomarqué sur ces cellules. Des biopsies ou des prélévements de sang seront
beaucoup plus efficaces. Une fois connus ces parametres, la dosimétrie sera essentielle pour
ajuster la quantité d’anticorps a injecter suivant [’activité spécifique des anticorps
radiomarqués. Elle permettra en effet d’évaluer I’efficacité potentielle du traitement en regard
d’une toxicité a la moelle ou a tout autre organe sain supportable. La radiosensibilit¢ des
cellules tumorales, potentiellement appréciables par des études in vitro sera également un
parametre d’ajustement important dans ce processus.
La demi-vie relativement courte des émetteurs o envisagés (**Bi, **At) limite grandement la
quantité d’atomes radioactifs que 1’on peut injecter. Par ailleurs, I’activité spécifique que 1’on
peut atteindre est encore relativement limitée (1 anticorps sur 2700 est marqué) [69]. Si I’on
considére une cellule comportant 10000 sites de fixation [69], on verra que 1’on pourra dans
un cas idéal ne fixer que 3 ou 4 atomes radioactifs a chaque cellule. Si ces anticorps ne sont
pas internalisés, moins d’une particule o traversera, en moyenne, le noyau de la cellule. C’est
insuffisant pour tuer la cellule. Plusieurs voies doivent donc étre explorées :
- cibler des antigénes présents en trés grand nombre sur les cellules tumorales
[79],
- augmenter I’activité spécifique [79, 45].

Les optimisations envisagées dans le cas de la RIT-R peuvent également étre reprises dans le
cadre de la RIT-o. L’utilisation de fragments d’anticorps peut permettre une meilleure
distribution de ceux-ci dans les micrométastases ou tumeurs plus grosses et ainsi augmenter
les chances de contrdler les tumeurs. Ce progrés pourrait permettre d’envisager I’utilisation de
la RIT-o dans les traitements de tumeurs solides. Le pre-targeting peut également étre
envisagé. Une étude a, toutefois, montré que I’administration en plusieurs étapes de
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Panticorps et d’une petite molécule radiomarquée (« I’effecteur »), souvent un peptide,
pouvait augmenter fortement la dose délivrée aux reins lors de 1’élimination des effecteurs
non fixés par la tumeur [80]. L’utilisation d’une combinaison d’un traitement de RIT-o avec
un traitement de chimiothérapie peut étre envisagée selon deux visions différentes. Un
traitement préalable de chimiothérapie peut réduire de fagon importante la quantité de cellules
tumorales afin d’augmenter la probabilité de succés de la RIT-c. administrée dans un second
temps [69]. Une synergie entre les deux traitements peut également étre envisagée afin
d’augmenter 1’efficacité intrinséque des deux traitements. Cet effet a été démontré in vitro
[56]. Cette derniere option implique des études complexes pour déterminer le protocole
optimal d’administration de ces deux types de thérapie.

Enfin, utilisation de I’*Ac au lieu du ?®Bi et de I’**!At semble trés prometteuse [77] en
raison de sa période plus longue (10 jours) et la production de 4 particules o par
désintégration.

Pour finir, une question plus générale se pose quant a I’utilisation de la RIT-o :

Est ce qu’une application clinique large des émetteurs o est techniquement et
économiquement faisable a des doses thérapeutiques ?

Le probléme de la disponibilité des émetteurs o ne doit pas étre occulté. Lors du premier essai
clinique de RIT-o, les doses maximales tolérables n’ont ainsi pas été atteintes en raison du
manque de disponibilité et du co(t des générateurs “*Ac/***Bi [69]. La construction de
cyclotrons pouvant produire des émetteurs o, sur le modéle du cyclotron ARRONAX, qui
sera en fonctionnement fin 2008 a Nantes, pourrait permettre de résoudre ce probléme.

1.5 Conclusion:

La radioimmunothérapie est une stratégie thérapeutique dans le traitement des cancers qui
utilise des anticorps monoclonaux couplés & des émetteurs radioactifs. Ces anticorps sont
spécifiques d’antigénes ou d’autres récepteurs présents a la surface de cellules tumorales. La
radioactivité est donc vectorisée vers les cellules tumorales. La toxicité des particules émises
permet alors de tuer les cellules tumorales. Le but de cette modalité thérapeutique est de
pouvoir traiter de maniére spécifique des cancers disséminés ou difficilement contrdlables par
d’autres techniques. Plus précisément, 1’objectif est de délivrer une dose maximale aux
cellules tumorales tout en épargnant les tissus sains afin de limiter les effets secondaires.

Le développement et la mise au point de la RIT est complexe car elle nécessite notamment la
collaboration de nombreuses disciplines : immunologie pour la recherche d’antigénes
spécifiques présentés par les cellules tumorales et la production d’anticorps correspondants,
chimie pour la fabrication des radioimmunoconjugués, biologie pour bien comprendre
I’action des rayonnements sur les cellules, la physique pour le choix des radionucléides et
I’évaluation dosimétrique d’un traitement et enfin la médecine pour les études cliniques.
Etudiée et mise au point depuis environ trente ans, la RIT est désormais reconnue depuis
I’autorisation de mise sur le marché de deux agents thérapeutiques : le Zevalin™ et le
Bexxar™ indiqués dans le traitement des lymphomes non-Hodgkiniens. 1l s’agit de
traitements de RIT-R utilisant deux radionucléides différents : 'Y et 1’**!I. Les nombreux
essais cliniques, qui ont précédé leur mise sur le marché, ont montré que la RIT pouvait
permettre d’obtenir des réponses durables et importantes, méme aprés des rechutes suivant
des traitements de chimiothérapie.

La toxicité observée de ces modalités de traitements de cancers hématologiques a été une
toxicité myeloidique importante nécessitant dans certains cas des greffes autologues de
cellules de la moelle. A long terme, la RIT ne semble pas plus toxique que des traitements de
chimiothérapie utilisés pour les mémes indications. Diverses optimisations, notamment pour
limiter cette toxicité, sont étudiées. Le pré-ciblage, qui consiste a administrer I’anticorps et le
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radionucléide en plusieurs étapes, semble particuliérement prometteur. La protection des
organes sains par des agents chimiques est également envisagée. Enfin la combinaison de la
RIT avec des traitements de chimiothérapie a déja montré son efficacité in vitro.

Plus récemment, les émetteurs ¢ ont été étudiés dans le cadre de la RIT. Les particules o ont
un court parcours dans la matiére, ce qui entraine une grande spécificité de I’irradiation. Elles
sont en outre trés cytotoxiques. Cette derniére propriété permet d’envisager leur utilisation
pour éliminer des cellules tumorales isolées puisqu’il est possible dans certaines conditions de
fixer suffisamment d’atomes radioactifs a une cellule pour que la dose auto-absorbée soit
letale pour celle-ci. La RIT-o. semble donc particuliérement indiquée dans le traitement de
micrométastases ou de maladies résiduelles. Les premiers essais cliniques réalisés ont montré
des résultats intéressants notamment dans le cadre d’injections intra-cavitaires. Les essais
cliniques pour des cancers disséminés ont montré que certaines optimisations restaient
nécessaires. La taille tres restreinte des cibles tumorales empéche de bien comprendre les
raisons des échecs de certains traitements griace aux techniques d’imagerie habituellement
utilisées. Nous pensons qu’une meilleure connaissance de la distribution des anticorps au
niveau des cellules tumorales accompagnée d’une modélisation dosimétrique au niveau
cellulaire pourrait permettre de mieux évaluer le réel potentiel de la RIT-co. Il s’agit d’un des
objectifs de ce travail de these.

2 Dosimétrie

2.1 Quelques généralités et formalisme du MIRD :

La dosimétrie interne des radionucléides s’est développée dés 1920 dans le domaine de la
radioprotection. La méthode de Marinelli présentée en 1949 [81] a été développée par
Loevinger pour aboutir au formalisme actuel du Comité Medical Internal Radiation Dose
(MIRD) en 1968 [82]. Ce formalisme a été publié sous forme de rapports (pamphlets). Un
ouvrage de référence sur la méthode a été publié en 1988 [83] et révisé en 1991 [84]. Le
formalisme actuel de la CIPR (Commission Internationale de Protection Radiologique) [85]
est équivalent a celui du MIRD. Seuls les termes varient.

Le formalisme du MIRD [84] permet de calculer la dose moyenne dans une région cible a
partir d’une irradiation venant d’une région source. Ce formalisme utilise plusieurs quantités
données dans le tableau 1 avec le nom et I’unité de chaque symbole [86].

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (Uncompressed)
sont requis pour visionner cette image
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Tableau 1: Quantités et unités utilisées en microdosimétrie (d’apres [86]).

2.1.1 Définition de la dose absorbée :

La dose absorbée moyenne, D, dans une région cible k correspond a la quantité d’énergie E
déposée dans cette région par les rayonnements ionisants émis par une ou plusieurs régions
sources, par unité de masse my de la région cible k :

5L (1-1)

my

D, s’exprime en gray (Gy). 1 Gray correspond a 1 joule.kg=".

2.1.2 Fraction absorbée et fraction absorbée massique :

Le point de départ du formalisme réside dans I’adoption du concept de la fraction absorbée,
introduit par Ellett [87].

Soit une région source r, émettant un rayonnement monoénergétique d’énergie initiale Eq
dans un milieu isotrope et E 1’énergie absorbée dans une région cible ry, la fraction absorbée

& (r <-- ry) est définie comme :

Pl < 1,) = E£ 1-2)

0

La fraction absorbée ¢ (rk <-- ry) est une grandeur sans dimension. Si I’on divise ¢ (rk <- ry)
par la masse my de la région cible, on obtient la fraction absorbée massique @ (rq <- ry)
exprimée en kg,

007 ) - A5 3

my

k

2.1.3 Energie moyenne par transition nucléaire
L’énergie moyenne émise par transition nucléaire, A, permet de tenir compte des différents

types de rayonnements émis lors d’une désintégration. Soit n; le nombre de particules de type
i émis par désintégration et E;j I’énergie moyenne par particule de type i, A;j s’écrit alors :
A =n.E. (1-4)

L’énergie totale émise par désintégration, A, est alors :

A=SA,=3n,E, (1-5)

Aet A s’expriment en J.Bq~'.s~%.
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2.1.4 Activité cumulée

L’irradiation, aprés une administration interne de radioéléments, se déroule sur une durée non
négligeable. Il est nécessaire de considérer I’activité cumulée 4, , exprimee en Bq.s et qui

correspond au nombre total de désintégrations survenues dans une source r, pendant
Iintervalle de temps considéré. L’activit¢ cumulée, 4,, se calcule en intégrant activité

présente dans la source au cours du temps :
4, = [ 4, ar (1-6)
0

Dans le cas de la radiothérapie vectorisée, t est souvent considéré comme suffisamment long
pour pouvoir intégrer toutes les désintégrations émanant de la radioactivité présente lors du
traitement.

2.1.5 Dose absorbée

La dose moyenne D, exprimée en Gy, absorbée par la région cible ry, est donnée par
I’expression :

5("/( <« 7)= ‘:lly,zAi(Di(rk <« 7) (1_7)

i

2.1.6 Facteur S et SEE

Le rapport N°11 du MIRD [88] propose une expression simplifiée de cette équation en
introduisant le concept de facteur S qui correspond a la dose moyenne par unité d’activité
cumulée. Le facteur S (Gy.Bq".s™") est défini pour un couple de régions source-cible et un
radionucléide donnés tel que :

S(r < 1) =S A®,(1, < 1,) (1-8)

En utilisant cette notation, I’équation 1-7 devient :
D(r, < 1,)=A4,8(;, < 1,) (1-9)

Dans le cas général ou une région cible rk est irradiée par plusieurs régions sources rp, alors la
dose absorbée dans la région r est :

D(r, < 1,)=2,4,8(, < 1,) (1-10)

L’expression équivalente au facteur S selon le formalisme de la CIPR est la SEE (Specific
Effective Energy) :

SEE (1, < 1,) = 2 A @, (1, < 1,)0, (1-11)
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ou Q; est le facteur de pondération lié & la qualité des rayonnements i. Ce facteur est égal a 1
pour les photons et les électrons et est égal a 20 pour les particules .

2.1.7 Conclusion

Selon le formalisme du MIRD détaillé ci-dessus, la dose absorbée dans une région cible est le
produit de deux grandeurs :
— le facteur S qui dépend de la géométrie du probléme et du

radionucléide,
— Tactivité cumulée 4, , ou le nombre de désintégrations radioactives

ayant eu lieu dans la région source ry,

La grande puissance du MIRD repose dans sa simplicité et son coté trés général. L’équation
10 établit une séparation claire entre les aspects physiques du calcul de dose (contenus dans la
valeur du facteur S) et les aspects temporels du calcul de dose (contenus dans la valeur de
I’activité cumulée). L’activité cumulée dépend de la cinétique biologique du radionucléide
mais également de la décroissance physique du radionucléide. Le calcul du facteur S prend lui
en compte toutes les hypothéses physiques du modeéle, ainsi que les rayonnements émis par le
radionucléide et les dépots d’énergie dans les composants du modéle.

Dans cette équation générale du MIRD, aucune hypothése n’est faite sur la composition et la
géométrie des régions source ou cible. Les facteurs S peuvent étre calculés pour tous les
modéles géométriques de source ou de cible. Les données biocinétiques, nécessaires pour le
calcul de I’activité cumulée, doivent étre obtenues avec le degré de détail requis par le modéle

physique.

2.2 Détermination des facteurs S :

Selon le formalisme du MIRD, la détermination des facteurs S est nécessaire pour le calcul de
la dose absorbée. Comme on I’a vu précédemment, le facteur S contient les grandeurs
physiques indépendantes du temps, c’est-a-dire les caractéristiques de dépdt d’énergie de
différentes particules émises par le radionucléides pour une géométrie et un milieu donnés.

Le calcul des facteurs S (Equation 1-8) va dépendre des hypothéses physiques du modéle
utilisé. Plusieurs moyens sont disponibles pour obtenir ces facteurs S pour tous les
radionucléides d’intérét en médecine nucléaire et pour différentes échelles spatiales de calcul.
Les facteurs S peuvent étre calculés par des méthodes analytiques ou pseudo-analytiques et
des méthodes stochastiques en utilisant des modéles dosimétriques standards ou
personnalisés. Ces valeurs sont également disponibles sous la forme de tables pour un grand
nombre de radionucléides et de combinaisons géométriques qui vont de la sphére a des
modeéles plus complexes (mathématiques ou voxélisés).

2.2.1 Modeles analytiques :

Historiquement, les premieres méthodes de calcul en dosimétrie étaient analytiques. Avec le
développement des méthodes de calcul Monte-Carlo et Point-kernel (qui est une méthode
basée sur un calcul Monte-Carlo initial), celles-ci ont été globalement abandonnées en raison
de leur imprécision. A 1’échelle de la cellule, les résultats fournis par les méthodes analytiques
restent relativement précis. Cette méthode a été notamment utilisée pour établir les tables de
facteurs S cellulaires publiés par le MIRD pour les électrons et les particules .. Pour ces
derniéres, les méthodes analytiques sont particulierement adaptées puisque les particules
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voyagent dans la matiére quasiment en ligne droite et 1’énergie déposée par les électrons
secondaires est a priori négligeable par rapport a 1’énergie déposée par la particule o
primaire. Le modéle microdosimétrique que nous avons implémenté au cours de ce travail de
thése est basé sur une méthode de calcul analytique. Les détails de cette méthode seront
donnés dans le chapitre I1I.

2.2.2 Calcul Monte-Carlo :

La méthode Monte-Carlo est employée pour résoudre, par un artifice statistique, tout type de
problémes complexes pour lesquels les approches traditionnelles analytiques ou numériques
s’aveérent insuffisantes. Pour utiliser une méthode Monte-Carlo, le probléme doit étre
reformulé en termes de probabilités. Les processus stochastiques considérés sont alors décrits
par des lois de probabilité échantillonnées & partir de nombres aléatoires équidistribués issus
d’un générateur. L’incertitude du calcul est liée au nombre de tirages de nombres aléatoires.
Ce principe lui a valu son nom, par analogie avec le caractere aléatoire de la roulette du
Casino de Monte-Carlo.

La méthode Monte-Carlo, apparue dés les années 40, constitue aujourd’hui 1’outil de base des
statisticiens. Elle est utilisée dans de nombreux domaines pour simuler les phénomenes
obéissant a des lois statistiques. Le transport des particules dans la matiere étant par nature
stochastique, il est aisé de lui trouver un équivalent exploitable : chaque "histoire" correspond
au suivi de la cascade de particules engendrée par une particule primaire. Les variables
aléatoires sont les paramétres d’interaction (nature de ’interaction, type de particule créée,
transfert d’énergie, etc...). Les distributions de probabilité correspondent, quant a elles, aux
différentes sections efficaces d’interaction. Le développement particulierement important de
la simulation du transport des particules par la méthode Monte-Carlo est dii, d’une part, a
I’essor de la physique quantique qui a permis de calculer les sections efficaces d’interaction
des particules avec la matiére, et d’autre part, a I’accroissement des performances des
ordinateurs.

En 1963, Berger [118] présente dans un article les principes de la méthode Monte-Carlo et les
premicres applications dans le domaine de la physique médicale. Depuis, 'utilisation de la
méthode Monte-Carlo dans ce domaine s’est largement généralisée [119, 120, 121, 122]. De
nombreux codes Monte-Carlo ont été développés tels que les codes MCNP(X) (Monte-Carlo
N-Particles) [123], EGS4 (Electron-Gamma Shower) [91], GEANT4 [124], PENELOPE
(PENetration and Energy LOss of Positrons and Electrons) [125], etc...

Ce mode de calcul permet de prendre en compte un trés grand nombre de parameétres
géométriques (géométries complexes, hétérogénéité des matériaux) et physiques (génération
des particules secondaires, prise en compte de la nature stochastique des événements des
dépots d’énergie). 1 est ’outil le plus précis pour la détermination des facteurs S a toutes les
échelles.

2.2.3 Calcul Point-Kernel :

Un dose point-kernel (DPK) représente la distribution radiale de la dose absorbée autour d’un
point source isotrope de rayonnement dans un milieu infini homogéne (habituellement de
I’eau) (Figure 6). Les DPKs ont été, en premier lieu, calculés pour des électrons
monoénergétiques par Spencer, qui a utilisé une solution numérique de 1’équation de transport
[103, 104]. Le développement du code Monte-Carlo ETRAN au début des années 70 a été un
tournant dans la dosimétrie des électrons. Avec ce code, Berger [105] a recalculé des DPKs et
obtenu des résultats plus en accord avec les données expérimentales que ceux de Spencer.
Depuis, des DPKs ont été calculés avec une version améliorée d’ETRAN [106], et avec les
codes Monte-Carlo EGS4 [107], ACCEPT [108], EGSnrc [109], MCNPX et Geant4 [110],
NOREC [111].
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Pour des radionucléides qui émettent également des photons, la contribution des photons a la
dose doit étre prise en compte. Pour calculer les DPKs photon, la méthode publiée dans le
pamphlet MIRD n°2 est habituellement utilisée [112]. Des DPKSs photons ont été générés par
le code Monte-Carlo EGS4 [111] pour 14 radionucléides en milieu aqueux (*21, *#*1, 21, 1311,
Un, ®cu, *Cu, “Ga, ®Ga, *Re, ®Re, ®*sm, '™sn et *™Tc) et pour des photons
monoénegétiques [113].

Pour des particules monoénergétiques ou pour des spectres d’émission pour un radionucléide
spécifique, le DPK, nous I’avons dit, représente la dose moyenne absorbée a une distance
radiale donnée par transition nucléaire pour un point source isotrope localisé dans un milieu
homogeéne et infini. Si I’on considére ’activité dans une source comme une grille en 3
dimensions de points source, la dose absorbée en un point cible correspondra a la
superposition des contributions de tous les points source entourant ce point cible [114]. Cette
superposition correspond, si on la formalise mathématiquement, a une convolution. Des
méthodes numériques (Fast Fourier transform ou Fast Hartley transform) permettent de
réaliser ces convolutions dans un temps raisonnable [115, 116, 117]. Cette méthode de calcul
dosimétrique est applicable a n’importe quelle échelle. Il faudra cependant veiller & ce que le
pas d’échantillonnage utilisé pour les courbes de DPKSs soit en accord avec les dimensions de
la cible considérée.

Figure 6 : Représentation du DPK de I**'I dans ’eau. Le calcul a été effectué avec le code
Monte-Carlo MCNPX. Les zones en rouge représentent les zones ou les dépots d’énergie sont les
plus importants.

Cette méthode est relativement simple a implémenter et s’avére trés intéressante en raison de
ses temps de calculs trés faibles. Sa principale limitation est diie a I’hypothése d’un milieu
infini et homogéne. La densité des tissus humains est variable, particuliérement lorsque 1’on
étudie les zones des poumons ou des 0s. Dans ces cas la, le calcul point-kernel conduit a des
erreurs importantes sur la valeur de la dose [100, 101].

2.24 Tables du MIRD :

Suite & I’édition des principes et schéma du MIRD, des calculs ont permis la détermination
de valeurs de facteurs S a 1’échelle de 1’organe, du tissu ou de la cellule. Nous I’avons
rappelé, la valeur d’un facteur S dépend, entre autres, de la géométrie de I’irradiation. Pour
que ces tables de facteurs S soient utilisables dans un grand nombre de cas, les calculs ont été
réalisés pour des modeles, représentant une moyenne des cas rencontrés. Les calculs pour les
facteurs S a 1’échelle des organes humains ont ainsi été réalisés pour un fantdme
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anthropomorphique (homme de référence : Reference Man), représentant un homme de 1m70
et 70 kg, qui a I’époque représentait la taille et le poids moyens des hommes occidentaux [89].

Figure 7: Fantdme anthropomorphique de Cristy et Eckerman (gauche) et fantome
anthropomorphique en développement (droite)

Trois séries principales de tables ont ainsi été publiées par le comité MIRD. Chaque table
correspond a une échelle différente, de 1’organe a la cellule.

été réalisés pour I’homme de référence, un fantéme anthropomorphique [89], avec le code
Monte-Carlo ALGAM. Toutefois, les masses des différents organes du corps humain varient
beaucoup entre les individus. On sait que la dose est définie comme le rapport de 1’énergie
déposée dans un volume sur la masse de ce volume. Ce dernier facteur va donc avoir une
influence importante sur la valeur de la dose. Dans le pamphlet 11 [88], une méthode de
correction des facteurs S a donc été proposée pour prendre en compte la valeur de la masse
des organes :

m,, e \ \
S(organe du patient< organe du patient) = —2E2< @ "% % §(organe du modéle < organe du modéle)

organe du patient

Ces tables sont encore tres utilisées notamment lors d’essais cliniques puisqu’elles sont a la
base du logiciel Olinda [90], largement distribué dans le monde. Une nouvelle série de tables
calculées pour un modéle anthropomorphique plus réaliste (Figure 7) doit étre publiée au
cours de ’année 2008 [91].

- les tables du MIRD pamphlet 17 [92] ont été publiées en 1999 pour des voxels cubiques de 3
et 6 mm pour 5 radionucléides (*°P, %Sr, ®Y, 99Tc, **1) et pour des voxels de 0,1 mm pour
1’22, Les voxels sont des parallélépipédes rectangle ou des cubes qui constituent I’élément de
base d’une image.

En sus de ces tables calculées pour un nombre limité de radionucléides, cet article explique
dans les détails la méthode d’obtention de facteurs S pour les voxels. Un facteur S voxel est
défini comme la dose moyenne absorbée par un voxel cible par désintégration dans un voxel
source, les deux voxels étant contenus dans un milieu tissulaire infini homogéne. Pour chaque
distance séparant les deux voxels, les valeurs des S facteurs voxel ont été déterminées par le
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code EGS4 [93], en utilisant les algorithmes PRESTA. Les calculs ont été réalisés pour des
électrons et des photons monoénergétiques. Une somme pondérée des contributions des
différentes particules émises lors d’une désintégration est effectuée pour obtenir le facteur S
pour un radionucléide. Les tables de données de désintégrations nucléaires utilisées sont
celles d’Eckerman [94]. Le matériau considéré est basé sur la composition des tissus mous du
modéle mathématique du fantdme anthropomorphique de Cristy et Eckerman [95].

La dose dans le voxel cible, voxely, est finalement obtenue en additionnant les facteurs S
tabulés en utilisant I’équation :

* S(voxel, < voxel,) (1-12)

voxel,

D(voxel,) = Z;l
0

- les tables de facteurs S pour des cellules ont été publiées en 1997 par le comité du MIRD
[94]. Ces tables fournissent les facteurs S pour le noyau ou la cellule entiére pour des
électrons ou des particules o monoénergétiques mais aussi pour 260 radionucléides émetteurs
R ou «. Différentes tailles de cellules sont considérées : de 3 um a 10 um (avec des rayons
cellulaires compris entre 2 um et 9 um).

L’activité est distribuée uniformément a I’intérieur de compartiments source qui peuvent étre
le noyau, le cytoplasme, la membrane cellulaire ou la cellule entiere. Dans le modéle de calcul
utilisé, la cellule est représentée sous la forme de deux spheres concentriques (cellule entiére
et son noyau) homogénes de densité 1 g.cm™. Pour les électrons et les particules o, la
méthode de calcul repose sur 1’utilisation de facteurs géométriques [96, 97] et du pouvoir
d’arrét défini par Cole [98] pour les particules B et du pouvoir d’arrét publié par I’ICRU pour
les particules o [99]. Les facteurs géométriques représentent la probabilité moyenne qu’un
vecteur de longueur x et de direction choisie au hasard et dont 1’origine est choisie au hasard
dans la région source intercepte la région cible. La fraction absorbée pour des rayonnements
particulaires peut, des lors, étre écrite ainsi :

1 dE
$(n<n)= I Y., (X)Eﬁ

dx (1-13)

X(E, )-x

ol E, est ’énergic initiale de la i*™ particule, W, ., (x) est le facteur géométrique

correspondant a la géométrie source-cible et dE
dX| X(E, )-x

X(E))—x, le parcours résiduel de la particule d’énergie initiale E; (qui a déja parcouru une

distance x dans le milieu). La fraction absorbée est ensuite intégrée dans 1’équation 1-8 pour

déterminer le facteur S correspondant.

est le pouvoir d’arrét évalué a

On le voit, un grand nombre de tables de facteurs S sont disponibles pour la dosimétrie a
différentes échelles. Il faut, toutefois, toujours bien connaitre et garder a 1’esprit les limites de
ces valeurs liées aux hypotheses et aux méthodes de calcul.

A I’échelle des organes, les facteurs S ont été tabulés pour un fantéme. On pourra lors d’une
dosimétrie patient-spécifique noter des écarts avec les valeurs tabulées. La correction de
masse permet de personnaliser un peu le modele et les résultats sont alors trés proches des
résultats obtenus par un calcul Monte-Carlo direct [100] pour des doses auto-absorbées (self-
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dose). En revanche pour la dose résultant du feu croisé (cross-dose), qui va dépendre entre
autres, de la distance séparant 1’organe source de I’organe cible, les facteurs S tabulés seront
différents des facteurs S correspondant aux patients. Des différences allant jusqu’a 100% ont
été mises en évidence [100].

Les données disponibles pour les voxels sont encore relativement limitées (5 radionucléides)
méme si d’autres publications du MIRD sont prévues a ce sujet en 2008 [91]. En outre, ces
facteurs S ont été déterminés pour un milieu homogéne infini (composition : tissus mous).
Pour des radionucléides aux parcours relativement courts, cette approximation peut étre
acceptable dans certaines zones du corps humain. En revanche, si 1’on s’intéresse a des zones
proches de zones osseuses, par exemple, les valeurs utilisées seront alors peu pertinentes
[101].

La dosimétrie cellulaire est moins sujette & ce probléme d’homogénéité de matériau des
différents compartiments puisque 1’on considére généralement, en premicre approximation,
que les cellules ne sont composées que d’eau. Les tables de facteurs S sont donc trés
intéressantes. Toutefois, 1’utilisation des pouvoirs d’arrét publiés par Cole [98] pour les
électrons est une source d’imprécision dans le calcul. Ils ne tiennent, en effet, pas compte
qu’une partie de I’énergie perdue par les particules primaires lors des ionisations est convertie
en énergie cinétique fournie a des électrons secondaires (delta rays). Cette énergie va étre
déposée hors de la trace de la particule primaire. La distance parcourue par ces électrons
secondaires peut étre supérieure aux dimensions des cellules et par conséquent une partie de
I’énergie ne sera pas déposée dans celles-Ci. Les facteurs S pour les électrons fournis dans les
tables, notamment pour des énergies initiales supérieures a 500 keV, sont donc surestimés.
Une comparaison avec des calculs effectués par le code Monte-Carlo OREC montre que cette
surestimation peut atteindre 20%. [96]. Pour les particules o, les dépots d’énergie par des
électrons secondaires sont quasi-négligeables par rapport aux dép6ts d’énergie des
particules o. Les facteurs S sont donc relativement précis a priori.

Les facteurs S publiés dans les tables du MIRD sont basés sur un modéle géométrique qui
suppose que les cellules et leur noyau sont de forme sphérique. Trés souvent, celles-ci ont une
forme proche d’un ellipsoide. Bien qu’il soit possible de déduire des facteurs géométriques
s’appliquant a des ellipsoides [102], il est pratique d’utiliser des codes Monte-Carlo pour
effectuer des calculs dosimétriques dans des ellipsoides. Des calculs menés avec le code
Monte-Carlo OREC ont montré que les différences pour des facteurs S calculés pour des
électrons pouvaient atteindre 50% lorsque 1I’on considére des ellipsoides.

Enfin, les tables mentionnées ci-dessus ne fournissent aucun facteur S correspondant a des
irradiations provenant des cellules voisines de la cellule cible (« facteur S cross »). Seules
quelques valeurs de facteurs S cross, calculées par Howell pour 1’**!1, sont disponibles sur le
site du département de recherche sur les rayonnements de la faculté de médecine de New
Jersey (http://www.umdnj.edu/radreweb/multicellular_dosimetry/index.htm). Des calculs sont
également nécessaires pour des cellules dont le rayon dépasse 10 pum.

2.3 Dosimétrie multi-échelles :

L’objectif de la dosimétrie est de fournir un index que 1’on peut relier de facon pertinente a la
réponse d’une structure biologique. D’apres cette définition, il convient de ne pas traiter les
organes comme des masses uniformes mais de bien caractériser les différentes composantes
fonctionnelles qui les constituent. Dans le domaine de la radiothérapie externe, les doses
délivrées aux organes suffisent pour prédire la réponse biologique de ces derniers. Ce principe
repose sur la bonne uniformité des dépots de dose dans les organes. Chaque partie d’un
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organe va en effet recevoir une dose égale a la dose totale recue par I’organe entier. Une des
principales caractéristiques de la radiothérapie vectorisée est la distribution non-uniforme de
I’activit¢ au sein des organes ou des tumeurs. Les diverses composantes d’un organe
recevront des doses variables, et différentes de la dose recue par I’organe entier. De
nombreuses études ont cherché a évaluer les implications potentielles d’une distribution non-
uniforme de 1’activité aux niveaux macroscopique [126, 127, 128], multicellulaire [129, 130,
131, 132] et cellulaire [133, 134] dans les organes et les tumeurs.

Sur le modele de la radiothérapie externe, la dosimétrie patient est, dans le domaine de la
radiothérapie vectorisée, généralement réalisée a 1’échelle des organes. Toutefois, les
différences fonctionnelles entre différentes zones d’un méme organe peuvent étre considérées
en contourant ces différentes zones sub-organiques ou en effectuant des calculs a ’échelle des
voxels. Pour d’autres organes, notamment la moelle osseuse, une dosimétrie a 1’échelle des
cellules devra peut-étre étre réalisée dans la cadre de la RIT-o [135, 136]. Pour chaque
échelle, la détermination de I’activité cumulée fera appel a des techniques différentes afin
d’obtenir une bonne adéquation entre la résolution des techniques de quantification et
I’échelle souhaitée.

Pour toutes ces résolutions, le méme formalisme pourra étre utilisé pour le calcul de la dose.
La grande puissance du MIRD est, en effet, que ce formalisme peut s’appliquer a n’importe
quelle échelle de taille.

2.3.1 Dosimétrie Organe :

2.3.1.1 Détermination des facteurs S :

La dose moyenne absorbée par un organe ou la tumeur est le paramétre considéré dans la
majorité des études sur patients. Le volume et la position de chaque organe peuvent étre
déterminé a partir d’images anatomiques (IRM ou CT) par segmentation automatique ou
contourage manuel. Les facteurs S, corrigés ou non de la masse, pourront étre déterminés a
partir des tables existantes regroupées notamment dans le logiciel OLINDA, ou bien calculés
par Monte-Carlo ou Point-Kernel. L’activité cumulée dans 1’organe et dans les organes
voisins sera, elle, déterminée a partir des images fonctionnelles obtenues par les techniques
citées ci-dessous.

2.3.1.2 Quantification de activité -

En médecine nucléaire, le calcul de Iactivité cumulée dans les organes fixants peut étre
réalisé a partir d’une ou plusieurs méthodes [137] :
— les méthodes d’imagerie:
- D’imagerie en mode planaire
- la tomographie d’émission monophotonique (SPECT)
- la tomographie d’émission de positons (TEP)
— les méthodes sans imagerie :
- le comptage externe avec un détecteur adapté (sonde Nal ou compteur Geiger-
Muller)
- le comptage de prélévements sanguins ou de biopsies
- le comptage des urines ou des selles.

La quantification et la localisation des sources par imagerie scintigraphique, qui est une
méthode trés étudiée, vont étre perturbées par plusieurs phénomenes :
- D’absorption dans le patient
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- la diffusion dans le patient

- T’auto-absorption dans les sources épaisses

- la superposition de plusieurs sources en mode planaire

- la pénétration septale a travers le collimateur

- la variation de la résolution spatiale de la caméra en fonction de la profondeur

- Deffet de volume partiel

- le bruit de fond

- le temps mort de I’électronique de comptage de la caméra, lorsque le taux de

comptage est éleve.

Afin de parvenir a une quantification satisfaisante, il est indispensable de corriger ces
phénomenes, particuliérement les phénomeénes d’absorption et de diffusion. La présence d’un
scanner (CT) sur certaines caméras permet d’obtenir une carte d’atténuation du patient qui est
ensuite utilisée pour corriger le phénomene d’absorption.

2.3.2 Dosimétrie tissulaire :

Pour prendre en compte des distributions non-uniformes d’activité au sein d’un organe, le
calcul dosimétrique peut toujours étre réalisé selon le formalisme du MIRD. Il convient juste
de développer de nouveaux modéles géométriques pour décrire les systémes biologiques [138,
139]. L’organe doit alors étre divisé en sous-régions. La dose moyenne absorbée peut étre
calculée a partir du moment ou 1’on connait les caractéristiques de fixation et de clairance
pour chaque sous-région. Il existe plusieurs fantdmes d’organes pour lesquels différentes
sous-régions ont été caractérisées. Le pamphlet n°19 du comité MIRD décrit ainsi les
différentes sous-régions fonctionnelles constitutives du rein [140]. Ce modéle est approprié
pour évaluer la toxicité rénale des traitements a base de peptides radiomarqués. La prise en
compte de la non-uniformité de I’activité cumulée a 1’échelle des voxels dans les reins a
conduit a des distributions de dose trés variables selon les régions pour des émetteurs de
faible énergie (*’’Lu, *'In) contrairement a 1’°Y, d’énergie plus élevée, et pour lequel la
distribution de dose dans le rein est relativement homogéne [141].

2.3.2.1 Détermination des facteurs S :

La détermination des facteurs se fera tres souvent a 1’échelle des voxels soit en utilisant les
tables existantes ou bien en les calculant a I’aide d’une méthode Monte-Carlo ou Point-Kernel
comme décrit précédemment.

2.3.2.2  Quantification de activité -

Pour réaliser une dosimétrie a I’échelle suborgane, ’activité cumulée devra étre déterminée a
I’échelle du voxel. Les systémes d’imagerie tomographique (SPECT ou TEP) permettent cette
mesure avec des voxels de taille proche de 3-6 mm. Il est ensuite possible, a partir de données
anatomiques, par exemple, acquises par un scanner ou un IRM, de regrouper certains voxels
qui appartiennent a la méme région fonctionnelle a ’intérieur d’un organe. Les images
devront étre corrigées de certains effets nuisant a la quantification déja détaillés dans la partie
2.3.1.2.
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2.3.3 Dosimétrie cellulaire et multi-cellulaire :

Dans une image de patient, les voxels ont des dimensions de 3 & 6 mm. lls représentent la
zone la plus petite pour laquelle on peut obtenir une valeur relativement fiable de 1’activité.
Pour des volumes plus petits, on considére alors que l’activité est distribuée de fagon
homogene. Une étude a montré que la survie cellulaire calculée a partir de plusieurs
distributions hétérogeénes d’activité a I’échelle d’un voxel pouvait étre extrémement variable
selon 1’énergie du radionucléide considéré [132]. Une dosimétrie a 1’échelle multi-cellulaire
ou cellulaire doit donc parfois étre réalisée.
Ce principe est implicite lorsque 1’on s’intéresse a la dosimétrie d’expériences d’irradiations
cellulaires réalisées in vitro ou a I’effet de traitements ciblant des cellules isolées in vivo. La
dosimétrie multi-cellulaire est également trés importante lorsque I’on s’intéresse a de petits
amas cellulaires. Dans des tumeurs de petites tailles (micrométastases), les dose regues par les
cellules peuvent étre trés variables et la réponse biologique va étre reliée a la réponse
collective de toutes les cellules [96, 142]. Le calcul des doses délivrées a chaque cellule sera
particuliérement pertinent quand les radionucléides se concentrent dans les cellules et/ou
émettent des rayonnements dont les parcours sont comparables aux dimensions des cellules
(émetteurs Auger ou émetteurs o).
L’intérét de la dosimétrie cellulaire pour des structures biologiques plus importantes (tumeurs
centimétriques ou organes) est encore questionnable. On peut tout de méme penser qu’établir
des liens entre les résultats dosimétriques obtenus a 1’échelle cellulaire et des résultats
dosimétriques a 1’échelle du voxel pourront permettre de mieux appréhender la relation
dose/effet. Enfin, la dosimétrie cellulaire semble particulierement adaptée aux études
biologiques actuelles qui s’intéressent fortement au micro-environnement tumoral.
Les profils de dose, calculés dans le cadre de la dosimétrie cellulaire, vont dépendre de :

- des données biocinétiques,

- des propriétés radiatives du radionucléide,

- de la fraction de cellules marquées,

- de la localisation des radioéléments dans la cellule,

- des dimensions des cellules et du cluster.
Ces parameétres sont parfois difficiles & caractériser, particulierement chez des patients car
cela nécessite des techniques invasives (biopsies, prélevements sanguins). Pour les études in
vivo chez la souris et le rat, la micro autoradiographie est trés utilisée pour caractériser la
distribution de ’activité au niveau cellulaire [143, 144, 145, 146]. Pour les études in vitro, de
nouveaux dispositifs d’imagerie peuvent permettre d’estimer la distribution des anticorps au
niveau cellulaire : la microscopie confocale, 1’imagerie par bioluminescence. Une méthode
tres utilisée en immunologie peut également étre employée pour caractériser la fixation des
anticorps aux cellules : la méthode Scatchard (les détails de cette méthode sont décrits dans
les annexes).
Ces mesures comportent souvent des incertitudes importantes. Ces incertitudes constituent
une des principales limites de la dosimétrie cellulaire.

2.3.4 Conclusion :

L’établissement du formalisme du MIRD a été une étape essentielle dans le développement de
la dosimétrie en radiothérapie interne. La succession des nombreux pamphlets au cours des
deux dernieres décennies illustre parfaitement les directions actuelles de la recherche dans ce
domaine et les progres techniques de 1’imagerie et de la quantification de I’activité. La
réduction de I’échelle du calcul de dose a des parties d’organe ou au niveau du voxel ou de la
cellule n’a qu’un seul but : mieux prendre en compte les non-uniformités de la distribution de
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I’activité pour établir une relation dose/effet comme dans le domaine de la radiothérapie
externe. Cette évolution est particuliérement nécessaire pour 1’étude des rayonnements dont
les parcours dans la matiére sont restreints et pour les traitements dont les cibles sont de
faibles dimensions. La dosimétrie cellulaire est donc appropriée pour 1’étude de la RIT-a.

Le calcul de la dose moyenne absorbée ne doit pas étre en soi I’objectif ultime d’un physicien.
Dans de trés nombreux cas, ce paramétre ne suffit pas pour prédire la réponse biologique.

Le calcul de la dose moyenne absorbée ne constitue en fait que la premiére tache
indispensable dans ’analyse risque/bénéfice d’un traitement.

2.4 Relation Dose-Effet :

Dans le domaine de la radiothérapie externe, une forte corrélation entre la dose absorbée et la
réponse de la tumeur et/ou des organes sains a été mise en évidence. Cette relation est utilisée
en routine clinique et les traitements sont, dans ce cadre, prescrits sous la forme d’unités de
dose absorbée. Des systémes de planification de traitements reposant sur des outils de calcul
de dose sont désormais largement distribués dans les services de radiothérapie et permettent
d’effectuer des dosimétries personnalisées afin de choisir la meilleure option thérapeutique
pour chaque patient.

Actuellement, dans le domaine de la RIT et plus largement de la radiothérapie vectorisée, les
radiopharmaceutiques sont prescrits sous forme d’unités d’activité administrée.
Paradoxalement, il a été montré dans plusieurs études que I’injection d’une méme activité a
plusieurs patients conduisaient a des doses a la tumeur et aux organes sains treés hétérogenes
[147]. Cette prescription par unités d’activité administrée, similaire a la pratique de la
chimiothérapie, semble donc peu justifiée. A I’opposé, il semble logique et naturel d’utiliser
I’index de la dose pour prescrire les traitements de RIT comme cela se fait en radiothérapie
externe. Toutefois, les premiers résultats des études cliniques de la RIT n’ont pas montré de
corrélation claire entre la dose absorbée et la réponse des tissus sains [148, 149, 150, 23].
Plusieurs explications peuvent expliquer cette absence de corrélation [151]:
- Utilisation d’une dosimétrie non spécifique (modéle)
- Quantification de I’activité trés imprécise
- Distributions non uniformes de I’activité dans les organes
- Différences inter-individuelles dans la radiosensibilité des tissus ou de la
tumeur
- Différence d’histoire thérapeutique (chirurgie ou chimiothérapie préalables),
- Existence d’une activité anti-tumorale propre pour certains anticorps
- Larepopulation cellulaire entre deux fractions d’un traitement [152, 153, 154]
- L’efficacité biologique relative (EBR) des différents rayonnements. L’EBR
désigne le rapport, déterminé expérimentalement, de la dose absorbée du
rayonnement d’intérét sur la dose absorbée d’un rayonnement de référence qui
conduit au méme effet biologique dans un organisme ou dans un tissu.
- Enfin, il est possible que la dose moyenne absorbée ne soit pas un paramétre
suffisant pour prédire les effets des radionucléides

De nombreux développements ont eu lieu ces dernieres années sur ces points précis. Plusieurs
logiciels de dosimétrie personnalisée ont été implémentés [155, 156, 157, 158] et permettent &
partir d’images anatomiques et fonctionnelles de calculer les doses regues par la tumeur et par
chaque organe sain. Différentes méthodes de correction des images sont également utilisées
en médecine nucléaire afin d’améliorer la quantification. Enfin I’étude de I’impact du débit de
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dose et d’autres paramétres dosimétriques ont été réalisés afin d’améliorer les modeles
radiobiologiques [159, 160, 161].
Ces efforts ont permis a quelques équipes de mettre en évidence des relations dose/effet.

En 1992, un essai clinique multicentrique de phase I sur I'utilisation de 1I’***I-MIBG pour le
traitement des neuroblastomes chimiorésistants a montré une relation possible entre la dose
corps entier (mesurée a 1’aide d’une sonde externe placée dans la chambre du patient) et la
toxicité a la moelle [162]. Il a ainsi été observé qu’au-dela d’une dose corps entier de 2,5 Gy
80% des patients présentaient des thrombocytopénies de grade 3 et 4. Cette étude a permis la
mise au point d’un protocole rationnel d’administration du radiopharmaceutique. Une faible
activité traceuse est injectée, dans un premier temps au patient. La dose corps entier est alors
mesurée grace a la sonde externe. Ensuite, pour I’injection réellement thérapeutique, 1’activité
est ajustée afin de ne pas dépasser une dose corps entier de 2,5 Gy. L’utilisation de ce
protocole particulier dans le cadre de ce traitement semble appropriée. En 2005, une seconde
étude [163] a montré que la dose prescrite était généralement atteinte avec une erreur
maximale d’environ 17%. La toxicité a la moelle peut donc, dans ce cas précis, étre controlée
et la dose délivrée a la tumeur peut ainsi étre maximisée.

En 2000, Akabani [164] a montré une corrélation entre la dose délivrée lors d’une injection
intra-péritonéale dans le cadre d’un traitement de glioblastomes multiformes avec des
anticorps antitenascine radiomarqués a I’*3I et différents paramétres qui reflétent une
amélioration pour le patient. Il a montré que les réponses anti-tumorales et la toxicité étaient
reliées a la dose déposée dans la couche de 2 cm entourant la cavité ainsi qu’au débit de dose
initial. 1l a pu calculer une dose (43 + 16 Gy) et un débit de dose initial (0,41 + 0,10 Gy/h) qui
minimisent les dommages au cerveau et maximisent le contrdle tumoral.

Une étude plus récente a également montré des résultats prometteurs. Les traitements a base
de peptides radiomarqués entrainent une toxicité importante au niveau des reins en raison de
I’absorption des peptides par les reins au moment de leur passage dans cette organe. Au cours
d’un essai clinique étudiant le PY-DOTATOC, Barone [165] a montré une excellente
corrélation (r=0,93 p<0,0001) entre le déclin de la fonction rénale (exprimé en perte de la
clairance de la créatinine par an) et la dose biologique effective (biological effective dose :
BED) regue par les reins. Comme son nom 1’indique, le BED est en réalité le paramétre
résultat d’un modele radiobiologique qui repose originellement sur le modéle linéaire-
quadratique. Le BED est une abstraction et représente la dose délivrée a la limite
mathématique d’un faible débit de dose qui aurait le méme effet que la dose effectivement
recue par la structure biologique. Plus simplement, le BED tient compte, non seulement de la
dose moyenne absorbée mais aussi de la radiosensibilité des cellules irradiées, de la demi-vie
effective du radionucléide, de la demi-vie de réparation des dommages sublétaux infligés aux
cellules, du débit de dose et de d’autres paramétres du traitement (nombre d’injections,
activité injectée par fraction...). Konijnenberg a depuis montré que la corrélation obtenue
était semblable aux courbes utilisées en radiothérapie externe pour relier la dose absorbée a la
toxicité rénale (ce travail a été présenté au congrés annuel de 'EANM en 2007. La
présentation est disponible sur le site internet de I’EANM :
http://www.eanm.org/education/cme/cme_2007/cme_session2.php?navid=510).

Tous ces résultats sont encourageants et laissent penser que, dans quelques années, nous
disposerons de systémes de planification de traitements a 1’image de ce qui se fait en
radiothérapie externe. La quantification précise de 1’activité dans les organes et la tumeur
ainsi que 1’étude de I’impact de la distribution non uniforme de cette activité demeurent les
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deux grands défis de la dosimétrie en médecine nucléaire. Au cours de ce travail, nous avons,
entre autres, abordé ce dernier probléme a 1’échelle des cellules.

2.5 Conclusion:

Si le formalisme du MIRD est toujours utilisé 40 ans aprés sa publication, les modéles
géométriques et les hypothéses physiques permettant le calcul de la dose se sont beaucoup
complexifiés au cours de ces quatre décennies. Le corps humain, dans le domaine de la
dosimétrie, n’est plus constitué de sphere et d’ellipsoides simples mais d’organes finement
représentés a ’aide de NURBS (non-uniform rational b-spline) [166] ou d’une grille tri-
dimensionnelle de voxels. Chacune des particules émises par un radioélément et toutes les
particules secondaires qu’elle met en mouvement peuvent étre suivies et leurs dépdts
d’énergie dans la matiére quantifiés grace a I’utilisation de codes Monte-Carlo de plus en plus
adaptés a la physique médicale.

De fagon générale, le calcul des doses déposées dans des structures biologiques complexes
n’est plus, en soi, un probléme en raison des outils de calcul a notre disposition. Le défi actuel
de la dosimétrie interne est de développer des systemes de planification de traitement,
notamment pour la RIT. Le schéma général de prise en charge d’un patient pourrait étre, dans
quelques années le suivant. En préalable au traitement, le patient recevrait une faible activité
d’anticorps radiomarqués. Une imagerie dynamique de la distribution de cet anticorps et de
son élimination permettrait de caractériser la biocinétique du radicimmunoconjugué. Le
systeme de planification de traitement serait alors utilisé pour déterminer ’activité a injecter
au patient afin d’atteindre une efficacité anti-tumorale maximale en regard de la toxicité pour
les organes sains.

Trois facteurs limitent encore le développement de tels systémes de planification.

Malgré des progres rapides, les méthodes de quantification de 1’activité a partir de I’imagerie
médicale ne permettent pas encore d’obtenir une valeur précise de I’activité a 1’échelle du
voxel.

Le second probleme concerne les temps de calculs qui seraient nécessaires au logiciel pour
effectuer la dosimétrie personnalisée a partir des images du patient. Ce probléme va
disparaitre avec 1’augmentation de la puissance de calculs des ordinateurs ou pourra étre
contourné aisément en utilisant, dans des cas appropriés, une méthode Point-Kernel beaucoup
moins gourmande en temps de calculs.

Le troisieme défi va consister a développer des modeles radiobiologiques simples et
pertinents permettant de prévoir la réponse des tissus aux irradiations. Dans ce cadre, il
convient d’améliorer nos connaissances a propos de I’impact des non-uniformités de la
distribution d’activité sur les effets biologiques des rayonnements. Ces études doivent étre
réalisées en évaluant les paramétres dosimétriques pertinents a des échelles spatiales réduites.
La dosimétrie cellulaire peut, dans ce contexte, fournir des informations trés utiles.

Ce troisiéme défi constitue un enjeu de cette thése. A partir de données experimentales
d’irradiation cellulaire, nous avons cherché a modéliser la toxicité des particules a. Ces
informations recueillies in vitro nous ont permis d’étudier de fagon théorique I’impact
potentiel de différentes non-uniformités a 1’échelle cellulaire sur 1’efficacité d’un traitement
de RIT-a.
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Chapitre Il : Interactions
Rayonnements/matiere et
Microdosimetrie des particules a.
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Chapitre II : Interactions Rayonnements/matiére et Microdosimétrie des particules c.

1 Laradioactivité alpha:

La radioactivité alpha est une forme de désintégration radioactive ou un noyau atomique
éjecte une particule o et se transforme en un noyau de nombre de masse diminué de 4 et de
numéro atomique diminué de 2.

I X—% Y+ He @-1)

Lors de la désintégration, une partie de 1’énergie produite va étre communiquée au noyau sous
la forme d’une énergie de recul.

2 Lesinteractions rayonnements/matiere :

Ce travail de these porte sur la dosimétrie des particules o dans le cadre de la RIT. Seules les
interactions particules a/matiére seront détaillées ici. Les électrons secondaires mis en
mouvement a la suite des ionisations provoquées par le passage des particules o dans le
matiere, ainsi que les particules B et v émises par les émetteurs oo d’intérét en RIT vont
également déposer de 1’énergie lors d’interactions avec la matiére. Ces interactions ne seront
évoquées qu’a travers les hypothéses physiques des codes Monte-Carlo utilisés dans cette
étude.

2.1 Les particules chargées :

La particule o est un noyau d’hélium composé de deux protons et deux neutrons. Il s’agit
donc d’une particule chargée positivement. Les particules chargées lourdes, notamment les
particules o, interagissent avec la matiere essentiellement par la force de Coulomb.

el 2-2)
4reg, x

F : force coulombienne

g0 : constante diélectrique

g : charge de la particule incidente
q’ : charge de la particule cible

x : distance entre les deux particules

2.2 Les différentes interactions :

Une particule chargée passant au voisinage d'un atome peut interagir avec un des électrons ou
avec le noyau de I'atome.
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L’interaction des particules o avec les électrons peut étre divisée en 2 classes :
- diffusions élastiques avec des électrons de I’atome (Figure 8),
- diffusions inélastiques avec des ¢€lectrons de 1’atome (Figure 9).

o

Figure 8: Diffusion élastique de la particule a.

Figure 9: Diffusion inélastique : excitation (gauche) - Diffusion inélastique : ionisation (droite)

Dans le cas ou la perte d’énergie est nulle et que la particule est simplement 1égérement
déviée, on parle de diffusion élastique. Si 1’électron subit une perte d’énergie au cours de
I’interaction, on parle de diffusion inélastique. L’énergie perdue est alors cédée a un électron
du milieu. L’atome se retrouve dans un état excité ou ionisé.
Les interactions des particules o avec les noyaux des atomes peuvent étre divisées selon les
deux mémes classes :

- diffusions élastiques avec les noyaux,

- diffusions inélastiques avec les noyaux.
Ces deux phénomeénes sont relativement rares et I’énergie perdue par la particule o, le long de
son parcours, en raison de ces deux interactions est tres faible.
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2.3 Pouvoir d’arrét:

Le pouvoir d’arrét d’un matériau est défini comme la perte moyenne d’énergie d’une particule
chargée par unité de longueur quand cette particule traverse un matériau. Cette perte d’énergie
est le résultat des interactions coulombiennes avec les électrons et les noyaux atomiques.

Pour les particules o, la contribution principale au pouvoir d’arrét est le pouvoir d’arrét
électronique ou pouvoir d’arrét par collision, noté Scou, d0 aux collisions inélastiques avec les
électrons. Une contribution plus faible vient du pouvoir d’arrét nucléaire, noté Spyci, et qui est
dd aux collisions élastiques coulombiennes au cours desquelles une énergie de recul est
impartie aux noyaux. Le pouvoir d’arrét nucléaire n’est important que pour des faibles
énergies. Il contribue a plus de 1% du pouvoir d’arrét total seulement pour des énergies
inférieures a 150 keV pour des particules o. Le pouvoir d’arrét radiatif, qui est important pour
les électrons, est ici négligeable pour les particules c.

Dans le cadre de ce travail, on considérera donc que le pouvoir d’arrét total vaut donc :

S,

tot

=S

coll

+3S,

nucl

(2-3)

2.3.1 Pouvoir d’arrét électronique :

La formule du pouvoir d’arrét électronique est issue des travaux de Bethe [1]. Pour une
particule chargée lourde, le pouvoir d’arrét électronique sera exprimé ainsi :

2 2

Ls e (L[] w12y -4
P pNdx/, B ud

ou,

I : rayon classique d’un électron

mec®: énergie de 1’électron

U : unité de masse atomique (1/12 de la masse de I’atome **C)

B : vitesse de I’électron divisée par la vitesse de la lumiére

Z : numéro atomique

A : nombre de masse

Z : nombre de charges de la particule.

La quantité L est appelée « nombre d’arrét ». Les facteurs qui précédent L dans I’équation
décrivent les caractéristiques générales du processus de perte d’énergie. Le nombre d’arrét, en
revanche, prend en compte les détails plus fins. Ce terme peut étre exprimé sous la forme
d’une somme de trois facteurs :

L(B)=L,(B)+zL,(B)+2’L,(B) (2-5)
Le premier terme correspond a :

2mc’ W,
-4

]—ﬁZ—mz—C—‘S (2-6)

L(’(ﬁ)_;ln[ zZ 2
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ou | est le potentiel moyen d’excitation par atome, C est un terme de correction qui dépend de
I'énergie et de Z lorsque I'on tient compte de la structure compléte des noyaux (modele en

- \ . o "
couche) de la matiére, > correspond a une correction die a I’effet de densité. W, est la perte

d’énergie maximale possible lors d’une collision avec un électron libre et est donnée par :

202
W, = % * [+ 20m /ML= 22 + (m/ MY 2-7)
ol m/M est le rapport de la masse de I’électron sur la masse de la particule incidente et mc?
est I’énergie de 1’¢lectron au repos.
La théorie de Bloch a été développée sur la base de I’approximation de premier ordre de
Born. Les termes zL; (correction de Barkas) et z°L, (correction de Bloch) prennent en compte
les écarts par rapport a cette approximation et sont importants pour les particules de faible
vitesse.
Le terme z°L correspond & [1]:

Z’L,(B)= —yzz:[n(n2 +yz)I1 avec y=zalp (2-8)

n=1
et «=1/137,036, qui est la constante de structure fine.

La correction de Barkas [1] tient compte du fait que le pouvoir d’arrét électronique dépend du
signe de la charge de la particule.
Le terme L; est de la forme suivante :

VE s (b1x'"?)

Ll(ﬂ): Zl/2x3/2

(2-9)

x :%(ﬂ/rx)z (2-10)

Le facteur y provient de [lutilisation d’un modéle gazeux d’électron libre et est
approximativement égal & V2. La quantité b est un paramétre normalisé d’impact minimal et
sa valeur est traditionnellement comprise entre 1 et 2. Des tables de la fonction Fars peuvent
étre trouvées dans I’article d’Ashley et al. [2].

2.3.1.1 Correction des orbitales, C :

La formule du pouvoir d’arrét de Bethe a été déduite en supposant que la vitesse du projectile
est grande devant les vitesses des électrons de 1’atome cible. Lorsque la vitesse du projectile
diminue, la contribution du pouvoir d’arrét qui provient des interactions avec les électrons de
la couche K diminue fortement et & des vitesses encore plus faibles, les contributions des
orbitales L et des orbitales plus externes sont réduites.

L’ICRU [1] considére une correction d’orbitales basée sur le travail de Bischel.
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2.3.1.2  Potentiel moyen d’excitation, I :

Le potentiel d’excitation moyen est un paramétre qui ne dépend que des propriétés du milieu.
Ces valeurs sont obtenues par des mesures expérimentales du pouvoir d’arrét de certaines
particules dans des matériaux. Pour des matériaux composés de plusieurs éléments, la loi
d’additivité de Bragg [1] est utilisée pour déterminer I.

2.3.1.3 Correction due a Ueffet de densité :

Le passage d’un projectile dans un milieu polarise ce dernier. La correction due a 1’effet de
densité prend en compte la réduction du pouvoir d’arrét diie a cette polarisation. Cette
correction est importante quand 1’énergie cinétique de la particule est proche ou supérieure a
1’énergie au repos.

2.3.2 Pouvoir d’arrét nucléaire :

Le pouvoir d’arrét massique nucléaire est obtenu en intégrant de fagon pondérée les sections
efficaces différentielles de diffusion élastique.

P , do

ol O est I’angle de diffusion de la particule, N est le nombre d’atomes par gramme de
matériau, p est le paramétre d’impact et I’énergie de transfert de recul de I’atome W(6,T) est
donnée par :

W(O.T)=W,, sin’(6/2) (2-12)
et
MM
=4 2-13
M (Mt + M)2 ( )

est I’énergie de transfert maximale possible dans une collision élastique.

2.4 Parcours et pic de Bragg :

Si ’on considére que le pouvoir d’arrét nucléaire est négligeable par rapport au pouvoir
d’arrét électronique, on peut, a partir de 1’équation 2-4, représenter 1’évolution du pouvoir
d’arrét total de la particule o en fonction de son énergie (Figure 10).
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QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (Uncompressed)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 10 : Pouvoir d'arrét total en fonction de I'énergie de la particule .

Pour des énergies comprises entre 500 (i.e. environ 1 MeV dans I’eau) et 3mc? (environ 11
GeV pour une particule o), c’est le terme en 1/8%, modulé par le premier facteur
22
logarithmique a variation relativement plus faible (;ln{zmcﬂ’;sz
dépendance de -dE/dx en fonction de I’énergie: une particule donnée perdra plus d’énergie
par unité de longueur a faible qu’a grande vitesse.
La formule initiale de Bethe n’est plus valable lorsque la vitesse de la particule est
comparable a la vitesse des électrons des atomes de 1’absorbeur (E = 500*I). Il faut alors tenir
compte des termes correctifs ajoutés a cette formule (notamment la correction d’orbitales).
En outre, le pouvoir d’arrét nucléaire n’est plus négligeable. Le pouvoir d’arrét total diminue
alors, lorsque I’énergie de la particule diminue. Finalement, la particule o capture deux
électrons devient ainsi un atome neutre: le processus de perte d’énergie est alors achevé.
Le parcours de la particule o dans la matiére est donc caractérisé par un pic de dépdt
d’énergie vers la fin de celui-ci (Figure 11). Ce pic est appelé pic de Bragg. Son TEL passe,
en effet, de 60 keV/um au début de son parcours a 240 keV/um au niveau du pic.

J—ln]), qui donne la
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QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 11: Pouvoir d'arrét de la particule o en fonction de la distance de pénétration dans la
matiere.

Les particules chargées lourdes ont, dans la matiére, une trajectoire pratiquement rectiligne.
On appelle parcours R la longueur de cette trajectoire. La relation entre le parcours et le
pouvoir d'arrét est donnée par :

0 E dE
R=[‘dx= [F»_9dE 2-14
] e J 0 (-dBdx) (2-14)

La densité d’ionisation étant trés élevée sur le parcours d’une particule o, celle-ci perdra trés
vite son énergie et aura donc un parcours restreint dans la matiere. Les particules o émises par
" At (7450 et 5867 keV) parcourront ainsi respectivement 70 et 48 um dans I’cau.

Toutes les particules ne sont pas toutes arrétées par une méme épaisseur de matiere : il y a une
certaine variation de la longueur des parcours, due au processus aléatoire du ralentissement.

Cette fluctuation statistique des pertes d’énergie de la particule chargée est couramment
appelée straggling. Bien qu’il s’agisse d’un anglicisme, nous utiliserons ce mot par la suite.

3 Ladosimétrie des particules alpha :

3.1 Utilisation des pouvoirs d’arrét

Pour calculer la pénétration, la diffusion et le ralentissement des particules chargées dans la
matiére, on doit normalement utiliser ’ensemble des sections efficaces des pertes d’énergie et
des déflections angulaires correspondant aux collisions élastiques et inélastiques
coulombiennes. Dans le domaine de la dosimétrie des protons et des particules «, il est
toutefois possible d’obtenir des résultats pertinents en utilisant seulement les pouvoirs d’arrét
et les parcours. C’est particulierement le cas quand les approximations du ralentissement
continu (CSDA) et du parcours rectiligne peuvent étre appliquées.

Dans le cadre de I’hypothése du CSDA, on néglige les fluctuations statistiques des pertes
d’¢énergie de la particule chargée. On suppose au contraire que cette perte est continue le long
de son parcours et est définie par un taux donné par le pouvoir d’arrét.
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Dans le cadre de 1’approximation du parcours rectiligne, les déflections angulaires dues aux
multiples diffusions élastiques subies par la particule sont négligées. Il s’agit d’une bonne
approximation pour les particules o (Figure 12), a I’exception de sa toute fin de parcours.

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (LZW)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 12: Parcours de particules e de 4 MeV dans ’eau (Simulation Geant4). Les traces bleues
correspondent aux particules a.. Les traces rouges correspondant aux électron secondaires mis
en mouvement.

Il existe plusieurs sources de pouvoir d’arrét des particules o dans de trés nombreux
matériaux. Différentes tables ont été publiées par Palmer [3], Kaplan [4], Ziegler [5] et
I’ICRU [6]. Pour ce travail, nous avons choisi de nous servir des tables de I'ICRU, largement
adoptées dernierement. Des comparaisons de facteurs S ont été réalisées pour des tailles de
cellules différentes entre ces quatre sources de pouvoir d’arrét [7]. Des différences
importantes, qui peuvent atteindre 40% ont été observées entre les facteurs S calculés avec les
pouvoirs d’arrét de I’ICRU et ceux de Kaplan. Les différences sont moins importantes entre
les pouvoirs d’arrét de Ziegler, Palmer et ceux de I’'ICRU.

11 faut toutefois rappeler ici que les pouvoirs d’arrét se réfeérent a la perte d’énergie incidente
de la particule et non pas aux dépots d’énergie dans la matiére par cette méme particule. Ces
deux quantités seront différentes puisqu’une partie importante de 1’énergie perdue est
convertie en énergie cinétiqgue communiquée a des électrons secondaires (delta rays). Le
transport subséquent de ces électrons a travers la matiere influencera donc les caractéristiques
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spatiales des dépots d’énergie.
En 1975, Kellerer [7] a montré que I’approximation qui consiste a ignorer la production
d’¢électrons secondaires était acceptable dans le cadre de la dosimétrie des particules c.

3.2 Critéres de I'applicabilité du TEL [7] :

Kellerer [7] s’est intéressé a la dosimétrie des particules chargées, et notamment des
particules o, dans des régions microscopiques. La quantité d’énergie déposée par cette
particule est une variable statistique et les différents facteurs mentionnés ci-dessous vont
déterminer la densité de probabilité de cette distribution :

- le transfert d’énergie linéique ou TEL (analogue au pouvoir d’arrét),

- le parcours des particules chargées,

- lestraggling,

- la dissipation de 1’énergie par les rayons delta ou €lectrons secondaires.
Le TEL n’est qu’une moyenne statistique des dépots d’énergie par unité de longueur du
parcours de la particule. Une analyse rigoureuse des dépots d’énergie doit étre basée sur les
quantités microdosimétriques qui tiennent compte des processus stochastiques sous-tendant
les dépdts d’énergie (straggling, delta rays).
Dans son étude, Kellerer a considéré la situation dans laquelle une particule . traverse un site
sphérique de diamétre d. La quantité d’énergie déposée par cette particule est une variable
statistique et les différents facteurs mentionnés ci-dessus vont déterminer la densité de
probabilité de cette distribution. Kellerer a estimé I’impact de ces différents facteurs sur la
variance de 1’énergie impartie a la région cible. Il a ensuite délimité les régions relatives a la
taille de la cible et a I’énergie des particules pour lesquelles 1’utilisation du seul TEL est
suffisante pour avoir une évaluation précise des dépdts d’énergie dans la cible (Figure 13).

Figure 13: Régions de diamétre de site et d'énergie de particule dans lesquelles les dépots
d'énergie des évenements individuels sont fortement influencés par le parcours (R), le straggling
(S) et les rayonnements delta (3). Dans la région 11, les dép6ts d'énergie sont approximativement
proportionnels au TEL (d’aprés [7]).
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On voit que pour une particule o d’énergie inférieure a 10 MeV, intervalle comprenant les
particules o utilisées en médecine nucléaire, les dépots d’énergie peuvent étre déterminés
précisément dans des cibles sphériques de diametre supérieur a 1 um en ne considérant que le
TEL et le fait que les particules o ont un parcours fini. Ce résultat est extrémement important
pour la dosimétrie cellulaire des particules o et, combiné avec I’approximation du parcours
rectiligne, permet I’utilisation de calculs analytiques pour la dosimétrie des particules c.

Au début de ce paragraphe, nous avons caractérisé la quantité d’énergie déposée par un
particule o« dans une région microscopique comme une variable statistique. Cette
considération est 1’objet de la microdosimétrie.

4 La microdosimétrie :

« Une des caractéristiques des radiations ionisantes est leur interaction discontinue avec la
matiere. La dose absorbée et le débit de dose absorbée sont définis comme des moyennes
statistiques qui ne tiennent pas compte de ces fluctuations aléatoires. Pour la plupart des
consideérations radiobiologiques, ces quantités perdent donc toute signification propre [...]
Cette variabilité est particulierement conséquente pour des petits volumes, des doses faibles
et pour des rayonnements trés ionisants ; dans de nombreux cas, [’énergie déposée (a une
certaine valeur de dose déposée) peut étre nulle ou dépasser la valeur moyenne de plusieurs
ordres de grandeur. On a donc besoin de concepts et de quantités pour spécifier les dépdts
d’énergie dans les régions microscopiques. C’est le sujet et I'objectif de la microdosimétrie. »
[8].

La microdosimétrie correspond a I’analyse systématique de la distribution microscopique des
dépots d’énergie dans la matiére irradiée [9]. La microdosimétrie nous fournit des
informations beaucoup plus complétes sur [D’irradiation d’une structure biologique
microscopique et semble donc plus appropriée pour étudier la réponse cellulaire aux
particules o.. L’énergie moyenne déposée par unité de masse (i.e. la dose absorbée) n’est pas
le seul parametre qui influence les effets des rayonnements sur les structures biologiques. Il
semble que le nombre de dépdts d’énergie, leur amplitude ainsi que leur distribution spatiale
soient également déterminants. On peut donc penser que les rayonnements qui différent dans
le nombre, la taille et la distribution des dépdts d’énergie provoquent des effets variables pour
la méme dose absorbée. Ceci a été observé expérimentalement et a été quantifié sous la forme
du parametre appelé efficacité biologique relative (EBR) caractéristique d’un type de
rayonnement. Pour comprendre ces différences, il faut décrire avec la précision nécessaire la
maniére dont I’énergie est initialement déposée. Cette description requiert des informations
détaillées sur la structure des traces générées dans un milieu irradié.

Dans le cadre de la microdosimétrie, des concepts ont été développés qui relient les
principales caractéristiques de 1’absorption des rayonnements dans la matiére & la taille et & la
nature des structures qui sont affectées.

Le terme microdosimétrie inventé par Rossi [10, 11] regroupe un cadre de travail conceptuel
et les méthodes expérimentales correspondantes visant & l’analyse systématique de la
distribution microscopique des dépots d’énergie dans la matiére irradiée. Des grandeurs
stochastiques telles que 1’énergie spécifique, z, (I’analogue microdosimétrique de la dose
absorbée) et I’énergie linéale, y, (qui correspond au quotient de I’énergie impartie & un
volume de matieére par un seul événement de dépét d’énergie sur la longueur de corde
moyenne dans ce volume) ont été définies et mesurées. Ces quantités décrivent les
évenements de dépot d’énergie dans des structures microscopiques, par exemple des petits
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volumes sphériques. Ces quantités et leur densité de probabilité sont des concepts clé en
microdosimétrie [9].

Nous ferons, dans ce travail, une distinction nette entre la microdosimétrie et 1’analyse de
traces [12, 13].

L’analyse de traces consiste a étudier la trace de la particule point par point d’interaction et
analyser chaque dépot d’énergie distinctement. Elle a connu un grand essor dans les années
90, lié au développement de la méthode Monte-Carlo et a la puissance croissante des moyens
de calcul permettant de simuler les processus physiques élémentaires moyennant la
connaissance des parametres d’interaction dans le milieu considéré. De par son principe,
I’analyse de traces permet d’examiner distinctement tous les processus impliqués, ionisations
et excitations en particulier, et apporte des données d’entrée permettant d’évaluer plus avant
le comportement temporel des espéces physiques et chimiques créées, voire des phénomeénes
biochimiques radioinduits. Les quelques modeles d’analyse de traces développés (CPA100
[14], MOCA14 [15], PARTRACK [16], PITS [17]) permettent de modéliser les effets des
interactions rayonnement/maticére a une résolution que la biologie en général n’atteint pas. Il
s’agit d’outils de recherche fondamentale pour lesquels les validations expérimentales sont
peu nombreuses.

Dans le contexte d’une équipe de recherche appliquée, nous nous sommes avant tout
intéressés & la microdosimétrie.

4.1 Quelques définitions et grandeurs de la microdosimétrie :

A ce point de 1’étude, il semble important de définir précisément quelques paramétres clé
utilisés dans le domaine de la microdosimétrie. Ces définitions sont issues du rapport 36 de
I’ICRU [9].

Un dépot d’énergie ¢ est I’énergie déposée lors d’une seule interaction i et est égal a :

gi = 7;11 - 7:7ut + QAm (2_15)

Tin est I’énergie de la particule incidente,

Tout est la somme des énergies de toutes les particules ionisantes quittant 1’interaction
(particule primaire + particules mises en mouvement lors de I’interaction),

Qam correspond aux modifications de la masse au repos de I’atome et de toutes les particules
impliquées dans [D’interaction (Qam>0: diminution de la masse au repos; Qam<O:
augmentation de la masse au repos).

¢i est une grandeur stochastique et peut étre considéré comme 1’énergie déposée au point
d’interaction (aussi appelé point de transfert).

Une trace représente 1’intégralité des points de transferts d’énergie T; et des transferts
d’énergie i dans un milieu di au passage d’une particule et aux particules secondaires mises
en mouvement par cette particule primaire.

Un événement est défini en microdosimétrie comme un dépot d’énergie dans une région di a
une particule primaire et aux particules secondaires mises en mouvement lors des interactions
de cette particule primaire.

L’¢énergie, ¢, impartie a la matiére dans un volume est :

=28 (2-16)

ou la somme est réalisée sur I’ensemble des dépots d’énergie dans ce volume. ¢ est aussi une
grandeur stochastique. Les dépots d’énergie pris en compte peuvent &tre le résultat d’un ou
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plusieurs événements de dépdt d’énergie, c’est-a-dire dis a une ou plusieurs traces,
statistiquement indépendantes.

L’énergie spécifique, z, est le quotient de € sur m, ou e est I’énergic impartie par les
rayonnements ionisants a une masse m de matiere :

z=— (2-17)
m

z est une grandeur stochastique.

De maniére rigoureuse, on devrait utiliser le terme d’énergie massique en frangais pour z.
Nous choisirons ici d’utiliser le terme d’énergie spécifique par analogie avec I’anglais.

On considere souvent la distribution de probabilité de z. La valeur de cette fonction de
distribution, F(z), est la probabilité que 1’énergie spécifique soit égale ou inférieure a z. La
densité de probabilité, f(z), est la dérivée de F(z) selon z :

dF(z)

f@= (2-18)

La densité de probabilité f(z) comprend une composante discréete (une fonction Dirac) a z=0
pour la probabilité d’absence de dép6t d’énergie. La valeur moyenne:

z= _T zf(2)dz (2-19)

0

est appelée énergie spécifique moyenne. Z est une quantité non-stochastique.

L’énergie spécifique peut étre déposée lors d'un ou plusieurs événements. La fonction de
distribution de 1’énergie spécifique déposée lors d’un seul événement, F;(z), est la probabilité
conditionnelle qu’une énergie spécifique inférieure ou égale a z soit déposée si un événement
a eu lieu. La densité de probabilité, f;(z) est la dérivée de F1(z) en fonction de z :

dF(2)

h@)= 7 (2-20)

Cette distribution est aussi appelée distribution « simple-coup » (« single-hit ») de z.
La valeur moyenne,

Zp= Tzfl(z)dz (2-21)

0

est appelée moyenne fréquentielle (« frequency-mean ») de 1’énergie spécifique par
événement.

Le nombre, n, d’événements de dépot d’énergie qui ont contribué & une énergie spécifique, z,
est, en général, distribué au hasard et peut étre décrit par une distribution de Poisson. Le
nombre moyen d’événements, 7z, est le quotient de 1’énergie moyenne spécifique, Z, sur la

moyenne fréquentielle de 1’énergie spécifique par événement, Zj.

(2-22)

Gl ‘ Wi
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L’¢énergie linéale, y, est le quotient de & par [, oll € est ’énergie impartie 4 un volume de

matiére par un seul événement de dépot d’énergie et [ est la longueur de corde moyenne dans
ce volume :

= (2-23)

~i| ™

La longueur de corde moyenne dans un volume est la longueur moyenne des cordes orientées
de fagon aléatoire dans ce volume.

L’énergie linéale est une grandeur stochastique. Il est utile de considérer la fonction de
distribution de y. La valeur de la fonction de distribution, F(y), est la probabilité que I’énergie
linéale soit égale ou inférieure a y. La densité de probabilité f(y) est la dérivée de F(y) selon

y:

f(y):@ (2-24)
zZ

On I’appelle aussi distribution d’énergie linéale. Il faut garder a I’esprit que y est défini pour
des événements simples seulement. La distribution d’énergie linéale est indépendante de la
dose absorbée ou du debit de dose.

La valeur moyenne:

5= [y (2-25)

0

est appelée moyenne fréquentielle de I’énergie linéale.

4.2 Méthodes de calcul:

Il existe deux types de méthodes de calcul utilisées en microdosimétrie :

- les méthodes dites analytiques,

- les méthodes Monte-Carlo.
Les deux méthodes utilisent les mémes données en entrée. Il s’agit des sections efficaces
d’interactions ou des pouvoirs d’arrét qui permettent de calculer les événements de dépots
d’énergie. Le premier objectif de ces deux méthodes est de déterminer la fonction fi(e) ou son
équivalent fi(z), qui correspondent a la densité de probabilité de 1’énergie impartie (ou de
I’énergie spécifique) pour un événement simple ayant lieu dans un volume d’intérét (souvent
une sphére).
A partir du spectre fi(z), il est possible de déterminer le spectre d’énergie spécifique en
fonction de la dose absorbée f(z ;D). Pour des raisons de simplification, nous noterons par la
suite ce spectre f(z). Il correspond a la prise en compte de ’accumulation d’événements
multiples dans un volume lorsque la dose absorbée augmente.

4.2.1 Méthodes analytiques :

Une des hypothéses de base de ces méthodes est que 1’équilibre des particules chargées est
établi, c’est-a-dire que les particules chargées secondaires sont produites de fagon uniforme
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dans un volume a partir duquel elles peuvent atteindre le volume d’intérét. La seconde
hypothese, trés souvent retenue, est ’approximation du ralentissement continu des particules
chargées (CSDA en anglais). On suppose alors que I’énergie cinétique varie d’une maniére
non-stochastique le long du parcours de la particule, tel qu’il y ait une relation unique qui lie
la distance parcourue et I’énergie résiduelle de la particule. Le débit de perte d’énergie le long
de la trace correspond a la perte d’énergie moyenne par unité de distance, c’est-a-dire le
pouvoir d’arrét linéaire de collision. L’approximation du parcours rectiligne du parcours des
particules o est également adoptée.

4.2.2 Méthodes Monte-Carlo :

Dans un calcul Monte-Carlo, une particule primaire et les particules secondaires qui lui sont
associées sont suivies dans la matiére en considérant toutes leurs interactions jusqu’a ce que
leur énergie cinétique soit nulle ou que les interactions suivantes puissent étre négligées.
Comme défini dans le chapitre 1, la caractéristique principale des calculs MC est que chaque
processus individuel d’interaction est obtenu a partir d’une série de nombres aléatoires Créés
par un générateur. Pour obtenir des résultats statistiquement significatifs, il convient souvent
de simuler un nombre important (plusieurs millions) de particules. Le générateur de nombres
aléatoires est, par conséquent, un élément critique de la méthode MC.

4.2.3 Choix d’une méthode de calcul:

La méthode MC permet d’inclure dans le calcul la quasi-totalité des effets physiques
(straggling du dépot d’énergie, production des rayonnements delta, diffusion des particules).
Avec cette méthode, il n’est également pas indispensable de supposer 1’équilibre des
rayonnements comme dans le calcul analytique. Le calcul MC fournit donc a priori des
résultats plus précis, plus proches des résultats observés expérimentalement. Toutefois, dans
le cadre de la méthode MC, les temps de calculs peuvent s’avérer trés importants.

Le choix de la méthode de calcul réside donc dans un équilibre entre précision et temps de
calcul. Ce choix sera également dépendant des particules primaires utilisées. Les
approximations des méthodes analytiques sont par exemple beaucoup moins préjudiciables
pour la précision du résultat lorsque 1’on étudie des particules o par rapport & des électrons.

4.2.4 Calcul de f(2):

Le nombre moyen d’événements de dépoOts d’énergie dans un volume, 7, est donné par
I’équation 2-22.
Il est traditionnellement admis que le nombre d’événements de dépdts d’énergie, n, est
distribué de facon aléatoire et que sa fonction de distribution, p(n) est représentée par une
distribution de Poisson :

pn)="—e" (2-26)

n!

Le spectre f(z) peut étre calculé en sommant tous les événements n et les distributions fn(z)
correspondantes, pour exactement n événements de dépots d’énergie :

f@=2.p(n)f,(2) (2-27)
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La densité de probabilité de z pour exactement n événements de dépdts d’énergie, f(z) peut
étre déduite par une convolution itérative de fi(z) :

£.@= 1 £ fiz—s)ds (2-28)

Considérant que p(n) suit une distribution de Poisson, on a donc :
< n e d —n
/()= Z{[fl(z)] X } (2-29)
n=0 °

Le signe « * » désigne la convolution des distributions fi(z).

Lorsque le nombre d’événements devient trop important, le calcul de convolution devient
difficile. Ce probléme peut étre résolu en utilisant le théoréme de convolution discréte et la
technique de la transformée de Fourier [18, 19].

On peut alors écrire :

F{f(2)}=F {Z[f (z)]} —Z{, [F{fl(z)}]’J (2-30)

|
=0\ 1t

Aprés avoir rappelé que le développement limité de la fonction exponentielle est :
()=, (2-31)
o !

on a donc :

F{f@}=exp[a(-F{£@})] 271 ©-32)

En adoptant les notations qui identifient T et T, aux transformées de Fourier ou Laplace de
f(z) et f1(z), on a donc :

T =exp[-n(1-1)] (2-33)

Cette équation est 1I’équation fondamentale de la microdosimétrie.

4.3 Critéres d’applicabilité de la microdosimétrie :

Le calcul dosimétrique est plus exigeant d’un point de vue de son implémentation et des
temps de calculs qu’un calcul macrodosimétrique. Il convient donc de déterminer dans quelles
situations, on doit utiliser une approche microdosimétrique. Une réponse directe a cette
question consiste a dire qu’un calcul microdsimétrique est indispensable lorsque les
fluctuations statistiques des dépots d’énergie au sein d’une cible sont grandes et ne peuvent
pas étre négligées. Un critére plus quantitatif a été établi par Kellerer [20] et a été repris dans
le rapport 36 de ’'ICRU [9]. Ce critére repose sur la définition de doses faible et élevée a
partir de grandeurs microdosimétriques telles que 1’énergie spécifique ou la moyenne
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fréquentielle de I’énergie spécifique par événement, z,. Ces grandeurs sont associées a un

volume spécifique de dimensions microscopiques. Pour des volumes de dimensions aussi

faibles, 1’énergie spécifique dans les volumes affectés (i.e. les volumes qui regoivent au moins
N , . IR

un événement de dépot d’énergie) z n’est pas nécessairement égal a la dose D.

La relation liant =z a D est de la forme :
e R (2-34)

_D/z, _
[—eP# 1-¢™

On le voit z~ sera considéré égal a D si 7 est suffisamment grand. Pour des valeurs de dose
absorbée plus faibles, on aura z >D et si le nombre moyen d’événements de dépdts d’énergie

est beaucoup plus petit que 1, on aura z= Z,., la moyenne fréquentielle de 1’énergie spécifique
par événement. Par conséquent, on peut utiliser le nombre d’événements de dépots d’énergie
dans un volume pour une dose absorbée donnée et la relation correspondante entre z, et D
pour préciser la notion de doses faible et élevée.
On parle de dose faible si la dose absorbée est inférieure & 20% de z,.. Dans ce cas moins de
18% du volume sensible est touché par un événement de dépots d’énergie et moins de 2% est
touché par plus d’un événement de dépdts d’énergie. Dans cette région de faibles doses, on le
voit, les valeurs d’énergies spécifiques dans les volumes affectés sont indépendants de la dose
absorbée. Ce qui varie avec la dose absorbée est le nombre de volumes affectés. La dose
absorbée peut étre qualifiée d’élevée quand I’écart type relatif de la distribution de 1’énergie
spécifique est inférieur a 20%. Cette région de doses élevées est la région dans laquelle les
fluctuations statistiques des dépots d’énergie sont relativement insignifiants.
La région de doses comprise entre les doses faibles et les doses élevées est appelée région des
doses moyennes. La limite entre les régions de faibles doses et de doses moyennes marque la
différence entre des effets dls a un événement simple et les effets dlis a des événements
multiples. La limite entre les régions de doses moyennes et de doses élevées délimite les
zones d’utilisation de la microdosimétrie et de la macrodosimétrie. La position de ces deux
frontiéres va dépendre de la qualité du rayonnement et de la taille du volume d’intérét.
Humm [21] rappelle que la grandeur et I’importance des fluctuations stochastiques dans les
volumes cibles dépendent principalement :

- delataille de la cible,

- deI’énergie et du LET des particules

- du nombre relatif de particules traversant la cible.
Dans le cadre d’études dosimétriques cellulaires avec des particules o, les fluctuations
stochastiques des dépdts d’énergie seront donc importantes puisque :

- le diametre de la cible est inférieur de 15 pum,

- le TEL moyen des particules est environ égal a 100 keV/pm,

- seules deux particules o sont nécessaires, parfois, pour tuer une cellule [22].

Dans le cadre d’analyse d’expériences d’irradiation cellulaire par des particules o, il est donc
indispensable de posséder un modéle microdosimétrique.

4.4 Modeles et méthodes existant pour la microdosimétrie des
particules o :

Les premiers travaux portant sur la microdismétrie des particules ¢ ont été réalisés par
Roesch en 1977 [19]. Il est le premier a définir le concept de microdosimétrie interne, par
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lequel il décrit des méthodes microdosimétriques qui ne considérent plus des faisceaux larges
d’irradiation ou I’équilibre des rayonnements existe mais des distributions non-uniformes de
radioéléments dans la matiére irradiée. Les sources radioactives considérées dans ce modéle
sont des agrégats d’atomes radioactifs (particulates en anglais). Des spectres
microdosimétriques sont calculés pour différentes géométries et énergies de particules c.

En 1986, Fisher présente au 4° Symposium international de dosimétrie des
radiopharmaceutiques un modéle permettant de calculer les spectres microdosimétriques
résultant d’irradiations o pour un trés grand nombre de géométries. Les calculs reposent sur
une méthode analytique. En 1987, Humm [23] utilise une méthode Monte-Carlo pour établir
les distributions d’énergie spécifique dans les noyaux de cellules tumorales irradiées par des
anticorps radiomarqués circulant dans un capillaire au cceur de la tumeur ou par des anticorps
radiomarqués distribués de fagon uniforme dans la tumeur. En 1992, Stinchcomb et Roeske
[24] reprennent [D’article initial de Roesch et adaptent les méthodes de calcul
microdosimétrique décrites a 1’utilisation d’anticorps radiomarqués. Les résultats d’un modele
basé sur une méthode analytique sont comparés a ceux fournis par une méthode Monte-Carlo.
Un trés bon accord est observé pour 1’ensemble des géométries d’irradiation étudiées. Depuis
de trés nombreux modéles ont été développés a travers le monde reposant sur des calculs
analytiques [25] ou Monte-Carlo [26, 27, 28, 29]. Récemment, ces modéles ont été
complexifiés afin d’inclure, par exemple, la prise en compte de la diffusion de radioéléments
fils lors d’une chaine de désintégrations [30] ou les distributions de rayons cellulaires et
nucléaires ainsi que les distributions d’activité fixée par les cellules au sein d’une population
cellulaire [31].

I n’existe qu’un seul modele commercialement disponible sous la forme d’une feuille Excel
développée par Roeske [32]. Celle-ci ne permet pas de prendre en compte I’impact du feu
croisé sur les distributions d’énergie spécifique regues par les cellules et ne s’applique donc
qu’a des géométries cellulaires simples (cellule isolée).

4.5 Conclusion

Les particules o sont émises lors de la désintégration de radioéléments possédant un numéro
atomique élevé. Les particules o sont en fait des noyaux d’hélium composés de deux neutrons
et deux protons. Il s’agit donc de particules chargées qui vont perdre leur énergie le long de
leur parcours lors de collisions avec des électrons du milieu. La perte d’énergie des
particules o par unité de longueur de parcours est donnée par le pouvoir d’arrét calculé par la
formule de Bethe-Bloch. Ces pertes d’énergie sont caractérisées par un pic, appelé pic de
Bragg, vers la fin du parcours.

La dosimétrie des particules o a I’échelle des cellules peut étre réalisée en utilisant seulement
leur pouvoir d’arrét. Kellerer a en effet montré que I’impact de la production des électrons
secondaires et du straggling le long du parcours des particules o sur les dép6ts d’énergie dans
un volume de dimensions micrométriques pouvait étre négligé. L’approximation du
ralentissement continu pourra donc étre appliqué. On peut également faire 1’approximation
que les particules o ont un parcours rectiligne. Ces considérations permettent de réaliser la
dosimétrie des particules o a ’aide d’un calcul analytique.

La quantit¢é d’énergie déposée par une particule o dans une cible de dimensions
micrométriques est une variable statistique dont les fluctuations sont significatives. La
microdosimétrie permet de prendre en compte ces fluctuations.
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La microdosimétrie correspond, en effet, a 1’analyse systématique de la distribution
microscopique des dépots d’énergie dans la matiére irradiée. Cette approche nous fournit des
informations beaucoup plus complétes sur D’irradiation d’une structure biologique
microscopique et semble donc appropriée pour étudier la réponse cellulaire aux particules a.
L’emploi de la microdosimétrie est particulierement recommandé dans le cadre d’études
d’irradiations cellulaires par des particules c.

La microdosimétrie, telle que nous 1’avons définie, par opposition avec 1’analyse de traces,
n’est pas une méthode mécanistique qui vise a expliquer les mécanismes biochimiques et
biophysiques qui produisent les dommages cellulaires. Il s’agit, au contraire, d’un outil
phénoménologique qui semble approprié pour étudier les effets des rayonnements dans le
cadre d’applications pré-cliniques ou cliniques.

L’objectif de notre travail de thése a été¢ de développer un modéle extrémement complet
permettant de simuler toutes les situations expérimentales rencontrées lors d’irradiations
cellulaires in vitro et de calculer les spectres microdosimétriques correspondants.

Le modele implémenté repose sur une méthode de calcul analytique afin de réduire les temps
de calculs.

L’intérét de la méthode microdosimétrique dans la prédiction de la toxicité d’une irradiation o
a été évalué. Le modele développé a ensuite été appliqué a 1’analyse de données
expérimentales. Une étude de faisabilité de la modélisation d’un traitement de RIT-« a enfin
été réalisée.
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Nous I’avons vu dans le chapitre précédent, il n’existe actuellement qu’un seul modéele
microdosimétrique disponible commercialement. Ce modéle est incomplet puisqu’il ne
permet pas, entre autres, de simuler des géométries complexes. Ces géométries pour
lesquelles les cellules sont regroupées en monocouche ou sous la forme de sphéroide sont trés
souvent rencontrées lors d’expériences in vitro. Notre modele a été initialement développé
pour analyser les résultats des expériences in vitro menées par les biologistes du groupe
« RIT-o0 » de I’Inserm U892. Ces données étaient trés nombreuses, il nous fallait donc une
méthode de calcul rapide pour les exploiter. L’idée de développer un modéle pseudo-
analytique s’est trés vite imposée. Ce modéle a été complété au fil des échanges avec les
biologistes afin de mieux prendre en compte les interactions entre les anticorps et les cellules
ainsi que les conditions expérimentales particuliéres.

Les méthodes de calcul et fonctionnalités du logiciel développé seront présentées dans la
premiére partie.

L’implémentation de I’algorithme de ce modéele a été validée par une étude comparative avec
deux codes Monte-Carlo. L’impact des hypothéses simplificatrices faites pour la géométrie
des cellules a également été évalué. Ces résultats seront détaillés dans la seconde partie de ce
chapitre.

1 Présentation générale du modéle

1.1 Objectifs du modéle :

Au cours de ce travail de thése, nous avons développé un modele basé sur une méthode de
calcul microdosimétrique. Ce modéle a pour finalité de déterminer les distributions d’énergie
spécifique (fi(2) et f(z)) dans les structures cellulaires ou subcellulaires d’intérét (noyau,
cytoplasme ou cellule entiére). Il permet également de déterminer I’ensemble des données
macrodosimétriques pertinentes : dose moyenne absorbée, nombre moyen de coups regus par
la cible considérée, probabilité pour la cible de ne pas étre touchée, origine de la dose (part de
la dose auto-absorbée, self-dose, de la dose provenant du feu croisé, cross-dose, ou de la dose
provenant du milieu dans la dose totale). Enfin, pour des structures géométriques complexes
(cluster de cellules), le programme fournit une image de la géométrie en format Pov-Ray
(Persistence of Vision Pty. Ltd., Williamstown, Victoria, Australia. http://www.povray.org/).
Les différents paramétres macrodosimétriques mentionnés ci-dessus peuvent alors étre
représentés par un code couleur.

Le modele a été développé pour analyser des données d’expériences in vitro, mais une
adaptation de ce code pour une utilisation in vivo est aisément réalisable. L’idée au cours de
sa conception a été de développer un outil trés complet :

- Toutes les géométries rencontrées au cours des expériences in vitro peuvent étre
implémentées dans le modele (cellule isolée, monocouche de cellules, cluster de
cellules).

- Une modification des conditions d’irradiation au cours de I’expérience peut étre prise
en compte (e.g. irradiation de cellules isolées qui sédiment et se regroupent au fond
d’un puits de culture sous la forme d’une monocouche).

- Toutes les distributions de sources a I’intérieur des différents compartiments
cellulaires (noyau, cytoplasme, surface de la cellule ou cellule entiére) sont
envisageables. Les désintégrations ayant lieu dans le surnageant autour des cellules
sont également prises en compte.
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- Il est possible de considérer une distribution de rayons cellulaires ou une distribution
de I’activité fixée par les cellules au sein d’une population cellulaire.

- Un modele simple de la fixation des anticorps radiomarqués est également disponible
afin de faciliter la saisie des données d’entrée par I’utilisateur.

- Un module permet le calcul de la survie des cellules irradiées a partir des spectres
microdosimétriques calculés.

Ce logiciel est tres modulable. Son architecture algorithmique en langage orienté objet (C++)
permet d’ajouter facilement de nouveaux modules susceptibles d’affiner ou de compléter le
modele.

Le grand atout de ce modéle est qu’il repose sur un calcul pseudo-analytique. Les temps de
calcul sont donc peu importants par comparaison avec des modéles utilisant une méthode
Monte-Carlo.

1.2 Hypothéses du modeéle :

1.2.1 Définition de la géométrie:

Ce modele vise a calculer le spectre des dépdts d’énergie au sein d’une cellule cible
considérée, et ce, pour des distributions de sources et de cellules cibles variables.
La premiére hypothése concerne la forme des cellules et de leur noyau. Les cellules et leur
noyau sont représentés sous la forme de deux sphéres concentriques homogeénes de densité 1
g.cm®.
La seconde hypothése s’applique aux distributions de sources. On peut considérer quatre
types de distributions :

- distribution d’activité volumique (solution radioactive baignant les cellules

cibles),

- distribution d’activité dans le noyau des cellules

- distribution d’activité dans le cytoplasme des cellules

- distribution d’activité a la surface des cellules
En combinant ces différentes distributions, il est possible de se placer dans un grand nombre
de cas pratiques.
On peut également utiliser trois types de géométries des cellules irradiées (Figure 14):

- cellule isolée,

- monocouche de cellules (au fond d’un puits de culture)

- cluster ou amas cellulaire (régulier ou aléatoire).

) QuickTime™ et un )
décompresseur TIFF (non compressé)
sontrequis pour vsionner cette image.

Figure 14: Géométries cellulaires simulables par le modeéle.
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La modification des conditions de I’irradiation au cours de 1’expérience peut étre modélisée.
L’utilisateur peut ainsi préciser les différentes ¢étapes de D’expérience et les temps
correspondants. On peut, par exemple, envisager que pendant les 10 premieres minutes de
I’expérience, les cellules sont en suspension dans le puits de culture. Elles ne sont irradiées
que par les anticorps radiomarqués qui sont fixés a leur membrane et les anticorps
radiomarqués libres dans le surnageant. Puis elles se déposent au fond du puits de culture ou
elles se regroupent pour former une monocouche jusqu’a la fin de I’expérience. Aux deux
sources d’irradiation déja citées, il faudra ajouter le feu croisé provenant des cellules voisines
de la cellule cible.

Création des clusters :

Les clusters représentent des amas cellulaires aléatoires ou ordonnés. Ils servent a modéliser
les sphéroides de cellules utilisés régulierement in vitro [1, 2, 3, 4, 5, 6] mais aussi les
micrométastases rencontrées in vivo. Ces sphéroides de cellules sont caractérisés par des
tailles et des compacités (i.e. rapport du volume occupé par les cellules sur le volume total du
sphéroide) variables.

Le logiciel crée les clusters automatiquement a partir de la taille des cellules ou d’une
distribution de rayons cellulaires, de la taille du cluster (qui peut varier entre quelques
dizaines de micrometres et quelques centaines de micrométres de diamétre) et de la compacité
de ce dernier (compris entre 0 et 0,74) spécifiées par I'utilisateur.

Une compacité de 0,74 correspond a la compacité maximale que 1’on peut atteindre lorsque
on souhaite placer des spheres dans une sphére plus grosse [7]. Dans ce cas, les cellules sont
ordonnées selon un arrangement hexagonal compact (Figure 15).

Figure 15: Cluster de 13 cellules de compacité 0,74.

Si la compacité choisie est inférieure a 0,74, on distingue les cas ou les rayons cellulaires sont
fixes et les cas ou les rayons cellulaires sont distribués de fagon normale.

Pour des clusters dont les rayons des cellules sont constants, si la compacité est inférieure a
0,4, on génere les coordonnées du centre de la cellule de fagon aléatoire grace a un générateur
de nombres aléatoire. Pour chaque nouvelle cellule ajoutée, on vérifie qu’elle ne chevauche

87



Chapitre III : Modele implémenté et validations

pas une cellule déja placée. Si compacité est comprise entre 0,4 et 0,74, la méthode
précédente ne fonctionne pas. On part donc d’un cluster de compacité 0,74 et I’on retire au
hasard le nombre de cellules souhaitées.

Cette méthode permet de contourner le probléme rencontré par Charlton [8]. Pour 1I’étude
dosimétrique de clusters de compacité supérieure a 0,4, Charlton avait, en effet, d0i créer des
clusters pour lesquels les cellules se chevauchaient.

Pour des clusters avec des cellules dont les rayons varient, on définit une distribution du rayon
cellulaire (gaussienne tronquée dont on spécifie la moyenne et 1’écart type) et 1’on considére
un rapport nucléo cytoplasmique constant. Ensuite, on sélectionne de maniére aléatoire un
rayon dans cette distribution et I’on choisit au hasard une position dans I’espace. Si la cellule
ainsi placée ne se superpose pas a une autre déja en place, on la laisse ainsi. Sinon, on garde le
rayon cellulaire et ’on tire au sort une autre position. La compacité maximale atteinte n’est
pas trés élevée : environ 0,4 (Figure 16).

Figure 16: Cluster cellulaire de rayon 100 um. Chaque couleur représente un rayon cellulaire
différent (6 um; 7 um ; 8 umou 9 pum).

1.2.2 Modélisation de la physique:

1.2.2.1 Radioéléments:

Une classe du programme contient différents radioéléments dont les caractéristiques de
désintégration ont été pré-enregistrées (**°Bi, ?'At, “*Th, ??Bi, ?°Po). L’utilisateur du
logiciel peut également entrer les caractéristiques d’autres radioéléments ou choisir de
considérer une émission monoénergétique dont il aura choisi ’énergie incidente des
particules. Seules les particules o sont simulées dans le modéle.

Les chaines de désintégrations des radioéléments et les énergies des particules o émises sont
issues du rapport 38 de la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR) [9].
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1.2.2.2 Dépéts d’énergie :

Les dépots d’énergie des particules o dans la matiére sont calculés selon les hypotheses de
I’approximation du ralentissement continu ou CSDA (Continuous Slowing Down
Approximation) et ’approximation du parcours rectiligne des particules des particules «,
valable pour des particules o de moins de 10 MeV [10].

Nous avons utilisé¢ des valeurs des pouvoirs d’arrét et des parcours fournies par les tables
publiées dans le rapport 49 de ’'ICRU [11]. Celles-ci font référence dans le domaine de la
microdosimétrie des particules c.

Le straggling de la perte d’énergie des particules o le long de leur parcours ainsi que la
production d’électrons secondaires n’ont pas été pris en compte dans le calcul. Selon les
travaux de Kellerer, décrits dans le chapitre Il, cette approximation est pertinente dans le cas
de cibles de taille supérieure a 1um et d’énergie incidente inférieure a 10 MeV.

1.3 Modéle de fixation des anticorps :

Le nombre d’anticorps radiomarqués fixés aux cellules est un paramétre essentiel de la RIT-
o. Il va déterminer la spécificité de I’irradiation. Ce paramétre dépend de quatre facteurs :
- le nombre de récepteurs présents a la surface des cellules,
- la concentration d’anticorps radiomarqués dans la solution entourant les
cellules,
- l’affinité de ’anticorps,
- Tactivité spécifique de I’anticorps radiomarqué (qui est équivalent au nombre
d’anticorps radiomarqués sur le nombre total d’anticorps).
Le nombre d’anticorps radiomarqués fixés aux cellules est évalué a partir de la relation
Ligand-Récepteur. On considére trés souvent que la fixation de ’anticorps a son récepteur
suit la loi d'action de masse (ou loi de Guldberg et Waage):

A+ A, 4,4, (3-1)

avec Ay, : anticorps,
A, : antigéne libre,
Ap- Ag : complexe anticorps-antigéne.

A I’équilibre, selon la loi d'action de masse, les vitesses d'association et de dissociation sont
égales et la constante de dissociation (Kd) vaut:
%k
a1 4] (32)
[Ab - Ag]
Les crochets signifient que ’on considére la concentration des éléments Ap, Ag et Ap- Ag.
Les valeurs du Kd de I’anticorps et du nombre de sites antigéniques par cellule Bmax (a partir
duquel on peut calculer la concentration d’antigénes libres) peuvent étre déterminées
expérimentalement pour chaque lignée cellulaire par la méthode Scatchard (voir les annexes
pour les détails de cette méthode). Il est ensuite relativement aisé d’en déduire le nombre
d’anticorps fixés a chaque cellule et a I’aide de 1’activité spécifique et du temps d’irradiation,
le nombre de désintégrations ayant lieu a la surface de chaque cellule.
Ce calcul repose sur I’équilibre d’une réaction chimique ou 1’on considére que la
concentration de complexes anticorps-antigénes est négligeable devant la concentration
d’anticorps ajoutés. Ce n’est parfois pas le cas lors d’expériences in vitro, par exemple si ’on
considére que 200 000 cellules sont présentes dans le puits de culture avec plus de 2*10° sites
antigéniques a la surface de chaque cellule. La concentration de complexes anticorps-antigéne
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est, dans ce cas, importante. Le déplacement de 1’équilibre de la réaction est alors pris en
compte dans le calcul du nombre d’anticorps fixés a la surface de chaque cellule.

La pénétration des anticorps radiomarqués dans des clusters est trés souvent partielle. Cette
caractéristique constitue une limitation de la RIT pour le traitement des tumeurs solides. On
remarque souvent que les anticorps radiomarqués ne se fixent qu’aux cellules situées en
périphérie d’une tumeur sphérique [2, 12]. Cette pénétration partielle peut étre prise en
compte dans le modéle. L’utilisateur peut choisir de limiter la fixation de I’anticorps a une
couronne externe dont il peut fixer 1’épaisseur (Figure 17). Pour représenter cette non-
uniformité de la distribution de 1’activité, il peut également choisir de ne « marquer » qu’un
certain pourcentage du nombre de cellules totales. Les cellules marquées sont alors choisies
de facon aléatoire par le programme.

) QuickTime™ et un ]
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 17: Distribution des anticorps radiomarqués a la périphérie d'un cluster. Cluster généré
par le logiciel (gauche). D*apres [1] (droite).

1.4 Modéle de survie cellulaire :

L’¢établissement de modéles radiobiologiques pertinents est actuellement un axe de recherche
important dans le domaine de la radiothérapie interne. Ils sont un pré requis indispensable au
développement de logiciels de plan de traitement (TPS), sur le modéle de ce qui existe en
radiothérapie interne.

II est montré depuis longtemps [13] que les courbes de survie cellulaire a la suite d’une
irradiation o ont la forme d’une exponentielle décroissante sans épaulement si elles sont
représentées en fonction de la dose absorbée par les cellules. La relation entre la survie et la
dose est donc linéaire et, non pas linéaire-quadratique comme dans le cas des particules R3.
Cette observation semble indiquer que la toxicité d’une irradiation o est reliée aux passages
individuels de particules o dans le noyau et pas a la combinaison des effets de dommages
sub-létaux induits par I’accumulation de passage de particules o dans le noyau. Il apparait que
les processus de réparation cellulaire sont inactifs a la suite d’une irradiation «. Une
explication possible est que les cassures double-brin provoquées par le passage de particule o
sont moins facilement réparables que ceux produits par les rayonnements de bas TEL [14].
Cette absence de dommages sub-létaux réparables peut également expliquer que les courbes
dose/réponse observées lors des irradiations o ne sont pas sensibles au débit de dose. Enfin, le
statut oxyque des cellules n’a que peu d’influence sur les dommages induits par les
particules «.
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Le modele linéaire de survie des cellules aprés une irradiation o peut étre aisément mis en
équation:

_D,

S=e 7y (3-3)
ou Dg représente la dose moyenne absorbée permettant de réduire a 37% la survie cellulaire.
11 s’agit d’une description macrodosimétrique de la relation dose/survie. Celle-cCi ne tient pas
compte de la grande variabilité des doses regues a l’intérieur d’une population cellulaire
irradiée. 1l semble évident que les cellules réagissent de maniére indépendante (si 1’on exclut
le phénomeéne de I’effet Bystander) a I’irradiation qu’elles regoivent et non pas a la dose
moyenne recue par une population cellulaire.
L’utilisation des spectres microdosimétriques pour évaluer la survie des cellules est donc
relativement intuitive. Cette approche a été adoptée par de nombreux auteurs [15, 16, 17, 18].
Ils ont exprimé la survie cellulaire en fonction de ’intégrale sur la distribution d’énergie
spécifique f(z) pondérée par une fonction de survie exponentielle, exp(-z/zo) :

Survie= | exp(z/z,).f(2)dz=exp[-1(1-T}(z,)]  (3-4)

ou f(z)dz est la fraction des noyaux qui ont recu une énergie spécifique comprise entre z et
z+dz. Ti(zo) représente la transformée de Laplace du spectre microdosimétrique fi(z) et 7 est
le nombre moyen de coups regus par les cellules.

Le paramétre de sensibilité microdosimétrique zo correspond a 1’énergie spécifique déposée
dans un noyau pour laguelle une cellule individuelle a une probabilité moyenne de survie de
37%. C’est un bien meilleur indicateur de la sensibilit¢ d’une cellule a un certain
rayonnement que le paramétre Do. Le paramétre Do est un parametre qui dépend en effet de la
configuration sources cible lors de I’irradiation [17]. En revanche, zo ne va dépendre que de la
radiosensibilité de la cellule et du TEL de I’irradiation. Un facteur correctif applicable aux
termes z ou zg peut étre d’ailleurs ajouté pour prendre en compte le TEL de I’irradiation.
L’utilisation du facteur, exp(-z/zp), suppose implicitement que les cellules sont
radiologiquement indépendantes, c’est-a-dire que les dommages provoqués sur une cellule
n’ont pas d’effets sur les cellules voisines [18]. Les connaissances sur I’effet Bystander ne
sont pas encore suffisantes pour pouvoir modifier ce modéle [19]. Les analyses
microdosimétriques supposent également que le site critique pour la survie cellulaire est le
noyau de la cellule. Ce choix est justifié par les travaux de Munro [20]. Toutefois, la
distribution d’énergie spécifique peut étre calculée pour une autre cible, notamment la cellule
entiére. Le modéle de survie s’appliquera alors de la méme maniére.

1.4.1 Détermination de la radiosensibilité d’une cellule a la suite d’une
irradiation o.:

Lors des expériences in vitro d’irradiation o, la survie cellulaire est mesurée et peut étre
représentée en fonction de ’activité ajoutée. Notre modele microdosimétrique peut calculer
les spectres d’énergie spécifique recue par la cellule a partir de 1’activité ajoutée. On peut
donc en déduire la radiosensibilité microdosimétrique, zo, d’une cellule.

Le calcul de la valeur de zg est basé sur I’équation proposée par Stinchcomb [18]:

Survival=T =exp [-n(1-T)] (3-5)

ou T et T, représentent, respectivement, les transformées de Laplace de f(z) et f1(z).
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Les deux cOtés de I’équation 3-5 sont des fonctions de z,. Le but du calcul est donc de
déterminer la valeur de zo qui permet cette égalité [18]. Pour chaque point expérimental, le
rapport suivant est calculé:

—In(S)

n

ou S représente la survie cellulaire mesurée et 7 le nombre moyen de coups au noyau de la
cellule. La moyenne de toutes les valeurs obtenues est ensuite calculée. Cette moyenne
détermine la valeur de 1-T; si ’on suppose que T; est constante pour tous les points
expérimentaux. Cette hypothése est vraie dans le cas d’une irradiation non spécifique et est
une bonne approximation dans le cas ou le nombre d’anticorps radiomarqués a la surface des
cellules est non nul. On obtient, enfin, zo & partir de la courbe représentant T, en fonction de
2o (Figure 18).

0,9

0,8 4

0,7

0,6 q

0,58

0,44

0,31

0,2

Figure 18: T; en fonction de z. Les traits rouges indiquent la méthode graphique utilisée pour
déterminer la valeur de z,.

1.5 Méthodes de calcul de 7, f1(z) et f(2) :

1.5.1 Détermination de f:

Stinchcomb et Roeske [21] ont montré que la distribution « multi-coups » f(z) de ’énergie
spécifique déposée dans la cible pouvait étre déterminée grace a la relation fondamentale
suivante, si chacun des émetteurs émet exactement une particule :

F{f(2)}= CXP{—”@ —-F{f, (Z)})J (3-6)
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ol n représente le nombre moyen de coups regus par la cellule, fi(z) est la distribution
« single hit » de I’énergie spécifique, et F{} désigne la transformée de Fourier des expressions
entre accolades.

L’obtention du spectre microdosimétrique f(z) nécessite donc le calcul du nombre moyen de
coups recus par la cible biologique ainsi que la détermination du spectre f;(z). Trois types de
cibles peuvent étre choisis : le noyau ou le cytoplasme de la cellule ou la cellule entiére. La
transformée de Fourier et la transformée de Fourier inverse sont, dans le cadre de notre
modele, calculées grace a 1’algorithme de Fast Fourier Transform (FFT) en base 2 a
entrelacement temporel [22].

1.5.2 Déterminationde » et fy(z) :

Selon la méthode décrite par Stinchcomb et Roeske [21], on peut diviser 1’espace des sources
en sous-espaces a I’intérieur desquels la distribution des sources est considérée homogene. Le
modeéle développé considére cing sous-espaces possibles pour les sources :

- alasurface de la cellule cible,

- dans le cytoplasme de la cellule cible,

- dans le noyau de la cellule cible,

- dans le milieu environnant les cellules,

- ala surface (ou dans le noyau ou le cytoplasme) des cellules voisines de la cellule

cible.

La distribution f1(z) est, alors, de la forme suivante :

RS
S (@)= {Z n; i (2) J (3-7)
n; i
ol n, représente le nombre moyen de particules provenant du sous-espace i ayant traversé la
cible et £,'(z) désigne la distribution « simple-coup » d’énergie spécifique provenant du sous-
espace i.
Le nombre moyen total de coups a la cible est donné par :

P=3n (3-8)

L’algorithme du modéle doit donc calculer pour chaque sous-espace les valeurs de fi(z) et de
n . Les paragraphes suivants détaillent les méthodes utilisées pour chaque sous-espace. A
chaque fois, le calcul sera détaillé pour deux types de cible : le noyau et la cellule entiere. Les
notations £ (2), £"(z), £""(2), n,,, i, et i, désignent respectivement les distributions
« simple-coup » d’énergie spécifique liées a un événement, provenant de la surface de la
cellule cible, du volume entourant la cellule cible, de la surface (du noyau ou du cytoplasme)
des cellules voisines de la cellule cible et le nombre moyen d’événements provenant des trois
zones définies précédemment. Suivant la localisation des sources, £,"(z) peut étre remplacé
par £"(z) ou f£“°(z) qui désignent les distributions « simple-coup » d’énergie spécifique
lorsque les sources sont situées dans le noyau ou le cytoplasme.
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1.5.2.1 Anticorps radiomarqués a la surface de la cellule cible :

La probabilité qu’une particule émise a la surface de la cellule cible vienne frapper le noyau
correspond au rapport de 1’angle solide, sous lequel le noyau est vu a partir d’un point de la
surface, sur 4 stéradians. Si la cible considérée est la cellule, cette probabilité vaut 0,5.

Pour obtenir le nombre moyen de coups, il suffit de multiplier la probabilité qu’une particule
émise & la surface de la cellule vienne frapper la cible par le nombre de particules émises a
partir de la surface.

Le calcul de la distribution f1(z) a été réalisé de la maniére suivante. Pour une particule émise
selon un certain angle © par rapport a la droite reliant le centre de la cellule au point
d’émission, les distances parcourues avant que la particule ne pénétre dans la cible et a
I’intérieur de la cible ont été calculées. On suppose ici que les particules o ont un parcours
rectiligne. En utilisant les tables du pouvoir d’arrét des particules o dans I’eau de I’'ICRU [11]
et I’hypothese du ralentissement continu, 1’énergie spécifique déposée par la particule dans la
cible est calculée de la maniére suivante :

z:iwaﬁmﬁ (3-9)
m;

ou m représente la masse de la cible, dE /dx 1’énergie déposée par unité de longueur et t; et t,
les coordonnées des points d’entrée et de sortie de la particule dans la cible.

Pour chaque angle 0; compris entre 0 et Omax (angle maximal pour lequel la particule frappe la
cible), le calcul est répété. L’intervalle [0 ; Omax] @ €té divisé pour cela en 400 intervalles. En
outre, pour chaque intervalle angulaire, la probabilité qu’une particule soit émise selon cet
angle est calculée. La détermination du couple (énergie spécifique ; probabilité) pour chaque

angle nous permet d’obtenir le spectre £ (z) .

1.5.2.2 Anticorps radiomarqués internalisés dans le noyau de la cellule cible :

Pour les sources présentes dans le noyau de la cellule cible, le nombre moyen de coups a la
cible (noyau ou cellule) sera égal au nombre de particules émises. La distribution fl”“c’(z) est
calculée de la maniére suivante :

| d(s).f,(z5)dv

fimﬂ' (Z) = W (3'10)

ou d(s) représente la densité d’activité a la distance radiale s du centre de la cellule et V
désigne le volume d’intérét, i.e. la sphére représentant le noyau de la cellule ou la cellule
entiere. Pour chaque distance s et pour chaque angle 8; (800 intervalles) compris entre O et
2z, le trajet parcouru par la particule avant de sortir de la cible ainsi que la probabilité qu’une
particule soit émise selon cet angle sont calculés. Ces calculs permettent alors la
détermination du spectre f/(z,s).
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1.5.2.3 Anticorps radiomarqués libres dans le surnageant ou internalisés dans le
cytoplasme:

Les distribution £"”(z), lorsque les sources sont localisées dans le surnageant, ou f,““(z),
lorsque les sources sont localisées dans le cytoplasme de la cellule sont calculées de la
maniére suivante :

| d(s).f,(z.5)dV

S(@)= W (3-11)

ou d(s) représente la densité d’activité a la distance radiale s du centre de la cellule et V
désigne le volume d’intérét, i.e. le volume contenant toutes les particules susceptibles de
frapper la cible.

La cellule est modélisée par une sphére. Le volume d’intérét sera, dans le cas ou I’irradiation
provient du milieu extre-cellulaire, donc une spheére de rayon Ro+Rnpey (00 Ro €t Rpoy
représentent, respectivement, le parcours CSDA de la particule o dans I’eau et le rayon du
noyau de la cellule) ou bien Ro+Rce (Reer représente le rayon de la cellule) si la cible
considérée est la cellule.

Le calcul de f, (z,s) est réalisé a partir de la détermination de Omax et de la longueur de corde
dans le noyau de la cellule (Figure 19).

Source

Xmin Xmax

Reel

Distance xdose

A
\ 4

Figure 19: Schéma du modéle de calcul utilisé pour la distribution volumique.

Ces deux paramétres sont calculés selon les équations suivantes:
Rnoy
¢

6,... = arcsin

m

xdose
et

X,

min

= xdose* cos@ — \/Rz — xdose® sin*(6)

noy

— 2 2 2
X, = xdose* cosO+ \/Rm)y — xdose” sin”(6)
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Le nombre moyen de coups a la cible est calculé d’une maniere similaire :
| d(s)Q(s)av

Moo = W (3-12)

Vv
ou (Xs) est la probabilité qu’une particule émise a une distance s du centre de la cellule
traverse la cible.
Le calcul pour des sources situées dans le cytoplasme de la cellule est effectué d’une maniére
similaire. Seul le volume d’intérét considéré varie. Il s’agit, dans ce cas, du cytoplasme.
Dans le cas d’une monocouche de cellules située au fond d’un puits de culture, le volume
d’intérét considéré n’est plus qu’une demi sphére de rayon Ro+Rnoy (0U Ro+Rcer). Pour cette
géométrie et celle d’un cluster de cellules, le volume d’intérét considéré est toujours corrigé
du volume occupé par les cellules voisines de la cellule cible.

1.5.2.4 Anticorps radiomarqueés fixés a la surface, dans le noyau ou dans le
cytoplasme des cellules voisines:

Les méthodes de calcul de la distribution £"(z) et de n,, sont similaires aux méthodes
décrites dans le paragraphe précédent. Toutefois, le volume d’intérét considéré n’est constitué
que de la fraction des cellules comprises dans la sphére d’intérét de rayon Ro+Rpey (OU
Ro+Reer). Pour chaque élément infinitésimal de 1’intégrale, on calculera I’intersection dans
I’espace, d’une calotte sphérique d’épaisseur ds avec la surface des cellules entourant la
cellule cible (ou avec le volume des noyaux ou cytoplasmes des cellules si les anticorps
radiomarqués sont internalisés) (Figure 20). La densité d’activité a la distance s du centre de
la cellule cible correspondra donc au rapport de la surface cellulaire interceptée sur la surface
totale d’une cellule, multipli¢ par le nombre de désintégrations ayant lieu a la surface d’une
cellule dans le cas ou les anticorps radiomarqués fixés ne sont pas internalisés.

Cellule source Cellule cible

Figure 20: Schéma du modéle de calcul utilisé pour la cross-dose.
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Le mode de calcul est similaire aux cas précédents.
On a toujours :

. Ruoy
0,... =arcsin(——)
xdose

et

X o = Xdose™ cos6— \/Rz — xdose® sin*(6)

noy

X = deS@*COSQ+\/R

max

> — xdose® sin*(6)

noy

Dans le cas ou I’activité fixée est localisée dans le noyau ou le cytoplasme des cellules, la
densité d’activité a la distance s du centre de la cellule cible correspondra au rapport du
volume du noyau (ou du cytoplasme) intercepté, sur le volume total du noyau (ou du
cytoplasme), multiplié par le nombre de désintégrations ayant lieu dans le noyau (ou le
cytoplasme) d’une cellule.

1.5.2.5 Prise en compte des variations intercellulaires des rayons cellulaires et
nucléaires et de la fixation de activité:

Une population cellulaire est constituée de cellules présentant des rayons variables. Il a par
ailleurs été montré que 1’activité fixée par des cellules exposées a la méme concentration
d’anticorps radiomarqués n’était pas uniforme [23]. A partir d’une mesure des distributions de
rayons cellulaires et nucléaires et de l’activité fixée pour un échantillon de cellules
représentatif, il est possible de calculer les spectres microdosimétriques correspondants [24].

Les spectres f,'(z) correspondant a chaque sous-espace i seront calculés de la maniére
suivante :

f]i(Z) = T Tp(a)p(RcePRnoy)fl[(Z’Rcel’Rnoy)da dRcelanoy (3_13)
00
ol p(R...R,,) estlafonction de densité de probabilite jointe de Reel et Rnoy (rayons cellulaire
et nucléaire) et p(a) est la distribution d’activité.

Les nombres moyens de coups a la cible n, seront obtenus par un calcul similaire :

nv,': T ]‘p(a)p(RcehRnoy) ni(Rcel’Rnoy) da dRcelanay (3-14)
0 0
La distribution « multi-coups » f(z) de 1’énergie spécifique déposée dans la cible considérée

sera toujours calculée selon 1’équation 3-6.

1.6 Organigramme du programme
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2 Validation

Nous avons cherché a valider notre modéle microdosimétrique par comparaison avec un code
Monte-Carlo. Les spectres microdosimétriques produits par notre modele ont été comparés
aux spectres calculés par deux codes Monte-Carlo : MCNPX et Geant4 pour un ensemble de
géomeétries et de radioéléments. Ces deux codes comportent quelques différences entre eux et
par rapport & notre modéle analytique dans le transport des particules o.. Notre code ne simule
ni les fluctuations statistiques des dépdts d’énergie le long du parcours des particules o ni la
production d’électrons secondaires. MCNPX, de son c6té, permet de simuler le straggling en
énergie mais ne prend pas en compte la production des électrons secondaires. Geant4 prend
en compte ces deux parameétres. Cette étude comparative va donc nous permettre de valider
notre algorithme de calcul mais aussi Vérifier que les hypothéses physiques adoptées
n’invalident pas nos résultats.

2.1 Matériel et méthodes:

211 MCNPX:

Le code MCNPX [25] (Hendricks, 2004) est un code Monte-Carlo généraliste. Il représente
une extension du code MCNP [26], qui permet de suivre le transport de tout type de particules
et notamment les particules alpha. Il permet de représenter simplement des géométries et des
sources complexes. Concernant les hypothéses physiques, les particules o vont céder leur
énergie au milieu le long de leur parcours lors d’interactions avec les électrons (ionisations).
Les fluctuations statistiques des dépdts d’énergie sont prises en compte par le modéle de
Vavilov. La diffusion multiple des particules o est également implémentée. En revanche, la
production d’électrons secondaires n’est pas simulée. Les particules o peuvent étre suivies
jusqu’a une énergie de 1 keV.

Le code MCNPX génére plusieurs fichiers de sortie dont le fichier Ptrac qui regroupe
I’ensemble des données concernant le transport de chaque particule simulée. L’énergie et la
direction des particules a chaque interface définie par 1’utilisateur figurent notamment dans ce
fichier. On peut donc déterminer le spectre fi(z) des dépdts d’énergie spécifique dans la
cellule qui nous intéresse, si un nombre suffisant de particules est simulé. Le spectre f(z) est
alors déduit a partir de 1’équation 3-6. Le nombre moyen de coups au noyau est calculé a
partir de la probabilité qu’une particule traverse le noyau. Cette derniére est obtenue en
faisant le rapport du nombre de particules simulées ayant traversé le noyau sur le nombre total
de particules simulées.

2.1.2 Geant4 :

Geant4 [27] est un code Monte-Carlo généraliste implémenté par le CERN initialement pour
la physique des particules de haute énergie mais qui a depuis été étendu aux énergies plus
faibles. Il permet de simuler le transport d’un grand nombre de particules, dont les
particules o. Geant4 offre plusieurs modeles physiques pour le transport des particules. Les
pertes d’énergie continues le long du parcours de la particule o sont modélisées par I’équation
de Bethe-Bloch. Les fluctuations statistiques des dépdts d’énergie sont prises en compte au
moyen d’une fonction de straggling qui approche une distribution gaussienne [28]. La

99



Chapitre III : Modele implémenté et validations

diffusion multiple des particules o et la production d’électrons secondaires sont également
implémentées. Les particules o peuvent étre suivies jusqu’a une énergie de 1 keV.

Au cours de la simulation, 1’énergie déposée par chaque particule o incidente et les électrons
secondaires produits par cette particule est enregistrée, si ces dépots d’énergie ont lieu dans la
cible considérée. Ces dépdts d’énergie sont regroupés sous la forme d’un histogramme,
représentant la distribution f;(z), dans un fichier de sortie. Comme pour MCNPX, le spectre
f(z) est déduit a partir de 1’équation 3-6. Le nombre moyen de coups au noyau est calculé a
partir de la probabilité qu’une particule traverse le noyau. Cette derniére est obtenue en
faisant le rapport du nombre de particules simulées ayant traversé le noyau sur le nombre total
de particules simulées.

2.1.3 Calculs effectués :

Cette étude comparative avait pour but de controler I’'implémentation de notre algorithme
analytique et de Vvérifier que les hypothéses physiques adoptées étaient pertinentes. Chaque
possibilité de calcul offerte par notre modéle a donc été testée.
Les comparaisons ont été effectuées en faisant varier les paramétres de simulation suivants:
- localisation des sources,
- géométrie de I’irradiation,
- radioélément utilisé.
Dans le détail, les spectres fi(z) et f(z), ainsi que les valeurs macrodosimétriques : dose
moyenne absorbée et nombre moyen de coups au noyau ont été calculés a 1’aide du modéle
analytique et des deux codes Monte-Carlo, MCNPX et Geant4, pour les cas suivants :
- cellule isolée : cing désintégrations d’*'At
o dans le noyau
o dans le cytoplasme
o alasurface de la cellule
o dans la sphére utile entourant la cellule. On appelle sphére utile la sphére de
rayon Rnoy*+Romax, OU Romax représente le parcours de la particule o la plus
énergétique.
- monocouche de cellules : cing désintégrations de 2**Bi a la surface de chaque cellule,
- cluster compact de 13 cellules: cinq désintégrations d’*'At sur chaque cellule
entourant la cellule cible.

Les cellules simulées sont des cellules sphériques de rayon cellulaire 10 pm et de rayon
nucléaire 5 pum.

Un autre calcul a été mené pour une cellule isolée marquée en surface par 5 atomes de “*Bi.
Pour ce calcul, on a considéré une distribution gaussienne du rayon cellulaire (rayon moyen =
10 pm, écart type : 1 pm) au lieu d’une valeur moyenne. Le rapport nucléo cytoplasmique a
été considéré constant et égal a 0,5.

Pour I’?*At, les deux particules o principales de la chaine de désintégration ont été prises en
compte, i.e. la particule o de 5,867 MeV (probabilité par désintégration: 42%) émise lors de
la désintégration de I’*'At et la particule o de 7,450 MeV (58%) produite lors de la
désintégration du ?*'Po.

Pour le ***Bi, on a considéré que chaque désintégration conduisait a 1’émission d’une particule
o de 8,376 MeV.
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L’obtention de spectres peu bruités avec une bonne résolution en énergie (pas
d’échantillonnage en énergie: 1 keV) a nécessité la simulation de 10 millions de
particules avec les code MCNPX et Geant4.

Pour les calculs comportant une distribution de rayons cellulaires, celles-ci ont été
échantillonnées (9 valeurs pour la distribution de rayons) et le calcul avec MCNPX et Geant4
a été réalisé pour ces 9 valeurs de rayons. Dans ce cas, 90 millions de particules ont été
simulées lors du calcul Monte-Carlo.

2.1.4 Résultats/Discussion :

Les études comparatives entre le modeéle analytique et les codes MCNPX et Geant4 ont porté
sur plus de dix configurations sources-cible différentes.

La figure 21 représente les spectres f(z) et f(z) obtenus par les deux méthodes de calcul dans
le cas d’une cellule cible placée au centre d’un cluster de 13 cellules marquées en surface par
5 atomes de *''At.

: - MCNPX
o Modéle Analytique

=~ MCNPX e — Geant4

15 Modéle Analytique B

— Geant4

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 4 0,05 01 0,15 0,2 0,25 03 0,35 04 0,45
Energie Spécifique (Gy) Energie spécifique (Gy)

Figure 21: Distributions « simple-coup» (a gauche) et « multi-coups» (a droite) de I’énergie
spécifique déposée dans le noyau d’une cellule située au centre d’un cluster de 13 cellules (de
compacité 0,74) calculées par le modéle développé, par MCNPX et par Geant4. Les douze
cellules entourant la cellule cible sont marquées par 5 atomes d’*'!At. 10" particules ont été
simulées lors du calcul Monte Carlo.

On observe un bon accord entre les trois distributions. Les valeurs macrodosimétriques
confirment cet accord. Le nombre de coups obtenu par le calcul MCNPX (1,07) et par le
calcul Geant4 (1,07) sont proches du nombre moyen de coups obtenu par le calcul analytique
(1,06).

Les spectres microdosimétriques calculés par Geant4 comportent, toutefois, une particularité
par rapport aux spectres calculés par MCNPX et le code analytique. On peut, en effet, noter
un pic important pour des valeurs trés faibles d’énergie spécifique. Ce pic correspond a
I’énergie déposée par des €lectrons secondaires mis en mouvement a I’extérieur de la cible.

La figure 22 représente le spectre fi(z) obtenu par le calcul MC et le calcul analytique pour
une cellule isolée irradiée par des particules alpha provenant de la désintégration d’atomes de
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13Bj 4 sa surface. Ce calcul a été effectué pour une distribution gaussienne du rayon cellulaire
(Reet moyen =10 pm ; écart type = Ipum).

10
5]
s
7 Modeéle Analytique
N i -~ MCNPX

— Geant4
5 " i
4]

\
3]
5
1
0 T T T T T T
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

Energie Spécifique (Gy)

Figure 22: Distributions « simple-coup» de I’énergie spécifique déposée dans le noyau d’une
cellule isolée calculées par le modéle développé, par MCNPX et par Geant4. La cellule est
marquée par 5 atomes d’***Bi. Une distribution de rayons cellulaires a été prise en compte dans
le calcul. 9*107 particules ont été simulées lors du calcul Monte Carlo.

Une bonne superposition des distributions f;(z) calculées par les deux codes MC et par notre
algorithme peut encore étre observée. Les nombres moyens de coups au noyau obtenus sont
tres proches pour les trois méthodes : 0,35 pour le code analytique et MCNPX, 0,36 pour
Geant4.

Le tableau 2 permet de comparer les résultats fournis (Dose absorbée, nombre moyen de
coups) par les trois méthodes de calcul pour les autres configurations sources-cible simulées.
Les trois méthodes de calcul donnent des résultats similaires.
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Geant4 MCNPX Model Analytique
Dose Nombre moyen Dose Nombre moyen Dose Nombre moyen
absorbée (Gy) de coups absorbée (Gy) de coups absorbée (Gy) de coups

Cellule isolée

Activité dans 0,433 5,0 0,432 5,0 0,433 5,0

le noyau

Cellule isolée

Activité dans 0,1 0,65 0,098 0,64 0,098 0,64
le cytoplasme

Cellule isolée

Activité a la

curface de la 0,056 0,35 0,055 0,34 0,055 0,34

cellule
Cellule isolée
Activité dans 0,003 0,013 0,003 0,012 0,003 0,013
le milieu
Monocouche
de cellules
Activité a la 0,261 1,53 0,261 1,53 0,259 151
surface de la
cellule

Tableau 2: Dose absorbée et nombre moyen de coups regus par le noyau de la cellule cible
considérée dans cing configurations distinctes calculées par Geant4d, MCNPX et le modéle
développé. Pour le cas des cellules isolées, cinq désintégrations d’***At ont été prises en compte.
Pour la monocouche de cellules, le calcul a été effectué pour 5 désintégrations de “*Bi a la
surface de chaque cellule.

L’implémentation de I’algorithme de calcul des dépdts d’énergie au sein de la cible développé
pour notre modéle microdosimétrique est donc validée. Les méthodes analytiques et Monte-
Carlo fournissent des résultats similaires.

MCNPX et le code analytique, bien que reposant chacun sur des méthodes de calcul
particulieres, ne comportent que peu de différences dans le traitement physique du transport
des particules a.. Ainsi, les deux codes ne prennent pas en compte la création d’électrons
secondaires sur le passage de la particule . En revanche, MCNPX dispose pour le transport
de ces particules d’un modeéle d’énergie straggling et de diffusion multiple. Ces
caractéristiques ne produisent pas d’effets significatifs sur les spectres microdosimétriques
calculés si ce n’est I’apparition d’une légére queue (tail) sur les spectres fi(z) pour de fortes
énergies spécifiques. Geant4 permet la prise en compte de la production des électrons
secondaires. L’effet visible sur les spectres fi(z) et f(z) est I’apparition d’un pic pour de trés
faibles énergies spécifiques. Ce pic correspond a 1’énergie déposée par des électrons
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secondaires mis en mouvement a 1’extérieur de la cible mais n’aura pas d’effets significatifs
sur le calcul de la survie cellulaire.

Au travers de cette étude, nous retrouvons les conclusions faites par Kellerer [10]. La
dosimétrie cellulaire des particules o peut étre réalisée avec une bonne précision en
négligeant le straggling et la production d’électrons secondaires.

Il est intéressant de noter que les temps de calculs sont trés différents. Pour les spectres f1(z)
et f(z), la taille de bin en énergie choisie est de 1 keV. Pour obtenir une distribution peu
bruitée, dix millions de particules doivent étre simulées avec MCNPX et Geant4. Dans le cas
de ’exemple du cluster de 13 cellules (Figure 21), MCNPX requiert plus de 3 heures de
calcul pour I’obtention du spectre f(z). Le calcul réalisé avec Geant4 nécessite encore plus de
temps. Le méme calcul est effectué en moins d’une minute avec le programme analytique sur
le méme ordinateur (power Mac G5 2*2 GHz). Les temps de calcul sont encore plus
rédhibitoires lorsque I’on simule une distribution de rayons cellulaires. Pour chaque
échantillon de la distribution gaussienne correspondant a un couple particulier (Rnoy ;Rcel),
le calcul devra étre effectué en simulant 10 millions de particules avec MCNPX et Geant4
afin d’obtenir un spectre fi(z) peu bruité. Si Ion considére 9 échantillons (Figure 22) les
temps de calculs seront évidemment multipliés par 9. Pour un couple (Rnoy ;Rcer), le temps de
calculs est de 200 minutes (power Mac G5 2*2 GHz). Pour obtenir le spectre fi(z), les temps
de calcul seront donc d’environ 1800 minutes soit 30 heures. Ce calcul est réalisé en quelques
minutes par notre calcul analytique.

La durée des calculs avec des méthodes Monte-Carlo n’est pas prohibitive en soi. Toutefois, il
faut considérer que l’analyse de données expérimentales va nécessiter le calcul de la
distribution fi(z) pour chaque expérience (si la distribution des sources varie). Dans ce
contexte, le temps de calculs de 3 heures devra étre multiplié par le nombre de points
expérimentaux.

2.2 Impact de la géométrie cellulaire:

Une méthode analytique, on 1’a vu précédemment avec les hypothéses physiques, repose sur
des simplifications. Les cellules biologiques présentent des formes et des tailles trés variables
in vitro et in vivo. Les cellules circulantes, cellules du sang notamment, ont généralement une
forme plutdt sphérique, réguliére. Les cellules épithéliales sont elles plus aplaties et ont
souvent une forme ellipsoidale.

Dans le modéle microdosimétrique développé, la cellule et son noyau sont représentés par
deux spheres concentriques. Dans cette partie, 'impact de deux hypothéses sur les spectres
microdosimétriques sera évalué en utilisant un calcul Monte-Carlo. Dans une premiere partie,
le déplacement du noyau autour du centre de la cellule sera étudiée. La deuxiéme partie
analysera I’hypothése de la sphéricité des cellules.

2.2.1 Excentricité du noyau :

A Tintérieur d’une population cellulaire, les cellules et leur noyau sont trés rarement
concentriques.

Nous avons cherché a vérifier que ce déplacement du centre du noyau dans la cellule n’avait
qu’un impact négligeable sur les spectres microdosimétriques calculés.
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2.2.1.1 Matériel et méthodes :

Deux cas simples ont été simulés avec le code Monte-Carlo MCNPX :

- TDirradiation d’une cellule isolée a partir de désintégrations ayant lieu a sa surface.
Pour cette étude et dans le reste du document, nous appelerons ce type d’irradiation :
irradiation surfacique.

- Dirradiation d’une cellule isolée a partir de désintégrations ayant lieu dans le volume
entourant cette cellule. Pour cette étude et dans le reste du document, nous appelerons
ce type d’irradiation : irradiation volumique.

Dans les deux cas, deux calculs ont été réalisés : le premier pour lequel la cellule et son noyau
sont représentés par deux sphéres concentriques, le second pour lequel le centre du noyau
n’est plus confondu avec le centre de la cellule. La cellule considérée a un rayon cellulaire de
10 um et un rayon nucléaire de 5 um. Dans le cadre du second calcul, le centre du noyau est
déplacé de 4 um par rapport au centre de la cellule (Figure 23).

Figure 23: Schémas des cellules simulées dans le cadre de I’étude de I’influence de I’excentricité
du noyau cellulaire sur les spectres microdosimétriques.

Le radioélément considéré est le #*Bi. 10 millions de particules ont été simulées pour chaque
cas.

2.2.1.2 Résultats/Discussion :

— Noyau centré —-noyau centré
——Noyau excentré LA ! ——noyau excentré

03 04 %
Energie spécifique (Gy) 0 01 02 03 04
Energie spécifique (Gy)

Figure 24: Distributions « simple-coup» de I’énergie spécifique déposée dans le noyau d’une
cellule isolée lors d'une irradiation surfacique (gauche) et lors d'une irradiation volumique
(droite). Les courbes rouges représentent le cas ou le noyau est centré dans la cellule. Les
courbes bleues représentent le cas ou le noyau est excentré dans la cellule. Les calculs ont été
réalisés avec le code MCNPX. Le radioélément considéré est le ?°Bi.
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Les spectres microdosimétriques sont identiques quelle que soit la position relative du noyau
dans la cellule lorsque I’irradiation provient de la surface ou du milieu entourant la cellule.
Ces deux cas représentent de cas généraux, mais le résultat peut étre étendu a des cas
d’irradiation cytoplasmique et de feu croisé provenant de cellules voisines de la cellule cible.
Le modéle de deux sphéres concentriques pour représenter une cellule et son noyau n’induit
pas d’imprécisions significatives pour les spectres microdosimétriques.

2.2.2 Ecart par rapport a la sphéricité du noyau et de la cellule:

La sphéricité de la cellule et de son noyau représente un cas idéal pour lequel la symétrie
sphérique simplifie grandement les calculs. Dans de trés nombreux cas expérimentaux,
notamment pour des monocouches de cellules épithéliales, les cellules ont plutdt une forme
ellipsoidale plus ou moins aplatie.

2.2.2.1 Matériel et méthodes :

Pour cette étude, nous avons repris les géométries citées précédemment : cellules isolées qui
subissent une irradiation surfacique ou volumique. Le radioélément simulé est toujours le
213Bi. Trois formes de cellules ont été considérées :
- une cellule sphérique de rayons Rcei=10 pm et Rygy=5 pm,
- une cellule ellipsoidale dont le noyau a également une forme ellipsoidale pour laquelle
le rapport petit axe/grand axe vaut 0,5,
- une cellule ellipsoidale (noyau ellipsoidal) pour laquelle le rapport petit axe/grand axe
vaut 0,2.
Le volume du noyau considéré est identique pour les trois cellules (523,6 pm?®).
Pour chaque cas, les distributions f1(z) et f(z) ont été calculées en utilisant le code MCNPX.
Le calcul de la survie, basée sur ces spectres microdosimétriques, a été effectué pour plusieurs
nombres de désintégrations. La radiosensibilité des cellules a été fixée a zo=0,1 Gy. Il s’agit
d’une radiosensibilité élevée pour laquelle les différences dans la forme des spectres d’énergie
spécifique entre les trois types de cellules auront le plus d’impact sur la valeur de la survie
calculée.

2.2.2.2 Reésultats :

22221 Irradiation surfacique :
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Figure 25: Distribution simple-coup d’énergie spécifique dans le noyau des cellules lors d‘une
irradiation surfacique. Chaque couleur représente une cellule de forme différente. Les calculs
ont été réalisés avec le code MCNPX. Le radioélément considéré est le 2°Bi.

La figure 25 représente les spectres fi(z) pour les trois types de cellules lorsque ’irradiation
est surfacique. La forme de ces spectres varie en fonction de la forme des cellules et de leur
noyau. Plus la cellule est aplatie, plus le pic de la distribution fi(z) est déplacée vers les
faibles énergies spécifiques. Le parcours le plus fréquent dans le noyau des cellules est en
effet plus court lorsque la cellule est aplatie. La seconde caractéristique des distributions f;(z)
pour des noyaux de forme ellipsoidale est un étalement plus important du spectre pour des
énergies spécifiques élevées. L’¢énergie maximale qui peut étre déposée dans le noyau de la
cellule est en effet plus élevée dans une cellule aplatie. Cela correspond aux distributions de
longueurs de corde caractéristique d’un volume ellipsoidal [29].

Figure 26: Distribution multi-coups d’énergie spécifique dans le noyau. 5 désintégrations de °Bi
ont lieu & la surface de la cellule (gauche). 50 désintégrations de 2*Bi ont lieu & la surface de la
cellule (droite). Les calculs ont été réalisés avec le code MCNPX.
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La figure 26 montre les spectres f(z) lorsque 5 et 50 désintégrations de “*Bi ont lieu en
surface des cellules considérées. Lorsque le nombre de désintégrations est peu élevé, on
retrouve les différences observées pour les spectres fi(z). Pour un nombre de désintégrations
élevé, les différences sont lissées et les spectres pour une cellule sphérique et pour des cellules
ellipsoidales sont similaires.

Dans un second temps, nous avons évalué les différences entre les courbes de survie des
cellules ellipsoidales et de la cellule sphérique.

100 150 200 250 300

Cellule sphérique
— Cellule ellipsoidale (rapport=0.2)

Cellule ellipsoidale (rapport=0.5)

Nombre de désintégrations a la surface de la cellule

Figure 27: Survie cellulaire en fonction du nombre de désintégrations ayant lieu en surface des
cellules. Le radioélément considéré est le ?*Bi.

Les trois courbes de survie sont trés proches (Figure 27). Pour un nombre de désintégrations
donné, la différence de survie calculée entre la cellule sphérique et les cellules ellipsoidales ne
dépassera pas 1,5%.

Dans le cadre d’une irradiation spécifique, le calcul microdosimétrique de la survie n’est pas
influencé par la forme des cellules. Considérer une cellule sphérique est donc une
approximation acceptable.

108



Chapitre III : Modele implémenté et validations

22222 Irradiation volumique :

Figure 28: Distribution simple-coup d’énergie spécifique dans le noyau lors d’une irradiation
volumique. Chaque couleur représente une cellule de forme différente. Les calculs ont été
réalisés avec le code MCNPX. Le radioélément considéré est le 2Bi.

La figure 28 représente les spectres f1(z) pour les trois types de cellules lorsque 1’irradiation
est volumique. Les spectres fi(z) de la cellule sphérique et de la cellule ellipsoidale dont le
rapport petit axe/grand axe vaut 0,5 sont trés proches. Pour la cellule ellipsoidale dont le
rapport petit axe/grand axe vaut 0,2, le pic de la distribution f;(z) est déplacée vers les faibles
énergies spécifiques comme pour I’irradiation surfacique.

Figure 29: Distribution multi-coups d’énergie spécifique dans le noyau. 100 désintégrations de
23Bj ont lieu dans le volume entourant la cellule (gauche). 10 000 désintégrations de ***Bi ont lieu
dans le volume entourant la cellule (droite). Les calculs ont été réalisés avec le code MCNPX.

Comme dans le cas de la cellule isolée, les spectres f(z) tendent a se superposer lorsque le
nombre de désintégrations augmente (Figure 29).
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Nous avons ensuite calculé la survie des trois types de cellules a partir des spectres
microdosimétriques :

5000

0,1

0,001

Cellule sphérique
0,0001 —— Cellule ellipsoidale (rapport=0.2)

Cellule ellipsoidale (rapport=0.5)

0,00001
Nombre de désintégrations

Figure 30: Survie cellulaire en fonction du nombre de désintégrations ayant lieu en surface des
cellules. Le radioélément considéré est le *Bi.

Les différences de survie entre une cellule sphérique et une cellule ellipsoidale sont faibles
(Figure 30). La différence maximale de survie pour un nombre de désintégrations donné entre
la cellule sphérique et la cellule ellipsoidale de rapport 0,2 est inférieure a 7%. Cette valeur
est un peu plus élevée que pour une irradiation surfacique, mais I’approximation de la cellule
sphérique reste acceptable. Le cas d’une cellule ellipsoidale de rapport 0,2 est en effet exagéré
et peu commun lors d’expériences in vitro.

Ces résultats confirment 1’étude réalisée par Stinchcomb [29].

3 Conclusion:

Au cours de ce travail de thése, nous avons développé un modele de calcul microdosimétrique
pour les irradiations cellulaires par des particules o. Ce modéle repose sur un calcul
analytique. Pour calculer les dépots d’énergie des particules o dans les cibles considérées, les
approximations du ralentissement continu et du parcours rectiligne des particules oc sont
faites. Le logiciel permet de simuler I’ensemble des situations rencontrées lors d’expériences
in vitro. Diverses géométries peuvent étre considérées :

- cellule isolée,

- monocouche de cellules,

- cluster de cellules.
Les sources radioactives peuvent étre distribuées dans différents compartiments représentant
la distribution des anticorps radiomarqués lors de ces expériences :

- sources dans le noyau des cellules,

- sources dans le cytoplasme des cellules,

- sources fixées a la surface des cellules,

- sources libres dans le milieu entourant les cellules.
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Le feu croisé entre des cellules voisines est également pris en compte.

Les cellules et leur noyau sont représentés par deux sphéres concentriques homogenes de
densité 1 g.cm™.

Ce modele fournit, en guise de résultats, les distributions « simple-coup » et « multi-coups »
d’énergie spécifique dans la cible considérée (le noyau, le cytoplasme de la cellule ou la
cellule entiére). Un module permet d’évaluer la survie de chaque cellule a la suite des
irradiations o. La survie est calculée a partir des spectres microdosimétriques déterminés. Un
autre module permet de modéliser la fixation des anticorps dans les cellules.

L’algorithme de ce modé¢le microdosimétrique a été évalué lors d’une étude comparative avec
deux codes Monte-Carlo : Geant4 et MCNPX. Pour I’ensemble des situations considérées, les
spectres microdosimétriques calculés par les deux méthodes de calcul se sont superposés de
facon satisfaisante. Cette étude a confirmé les travaux de Kellerer : la non-prise en compte du
straggling des dépots d’énergie le long du parcours de la particule o, et de la production
d’électrons secondaires n’a que peu d’influence sur les résultats dosimétriques dans une
cellule dont le noyau a des dimensions micrométriques.

La pertinence des hypotheses géométriques simplificatrices a également été évaluée. Le
déplacement du noyau a Uintérieur de la cellule n’a pas d’effet sur les spectres
microdosimétriques. Le fait de considérer des cellules sphériques alors que pour de nombreux
groupes cellulaires utilisés in vitro, cette forme est plutot ellipsoidale, n’a pas de conséquence
importante sur le calcul de la survie des cellules.

Le grand apport de ce modele réside dans ses temps de calculs tres faibles. Générer des
spectres microdosimétriques avec une méthode Monte-Carlo nécessite en effet la simulation
de plusieurs millions de particules. Nous avons montré qu’il existait un rapport supérieur a
3000 entre les temps de calculs de MCNPX et de notre calcul analytique.
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Depuis plus de 20 ans, la RIT-c est investiguée dans le domaine pré-clinique. La grande
cytotoxicité des particules o a ainsi été démontrée. Ce haut pouvoir cytotoxique a notamment
pour conséquence qu’un faible nombre de particules o est nécessaire pour tuer une cellule : 1
a 4 passages de particules ow semblent suffisant; il en faut 20000 pour des particules 8 [1].
Cette caractéristique conjuguée au TEL et a 1’énergie élevés des particule o va entrainer une
grande variabilité des dépdts d’énergie d’une cible a une autre. Cette variabilité sera d’autant
plus grande que les cibles seront petites.

Figure 31: Variation de la dose en fonction de la masse de la cible (d’apres [2]).

La figure 31 représente la dose ou la densité d’énergie spécifique en fonction de la masse de
la cible considérée. La ligne pleine décrit I’intervalle des tailles de cible pour lesquelles la
dose absorbée peut étre déterminée a I’aide d’une simple mesure. Chaque point représente
I’énergie spécifique obtenue lors d’une mesure ou d’un calcul unique. Cette région de points
est la zone pour laquelle les fluctuations statistiques de la dose sont importantes. Le noyau
des cellules et les cellules elles-mémes, dont les diameétres ne dépassent pas 30 um constituent
des cibles dont la taille est comprise dans cette derniére zone.

Au plan dosimétrique, la microdosimétrie est donc trés souvent employée dans les études pré-
cliniques utilisant des particules o Cette utilisation de la microdosimétrie correspond au
respect du critere énoncé par Kellerer [3], déja cité dans ce rapport. Ce critere dit que les
fluctuations statistiques des dépots d’énergie sont non significatives pour une dose absorbée
élevée, pour laquelle la variance relative de la distribution de 1’énergic spécifique est
inférieure a 20%. Cette valeur peut étre utilisée pour délimiter les domaines de la
macrodosimétrie et de la microdosimétrie [4]. Cette régle est une justification physique de
I’emploi de la microdosimétrie. Nous nous sommes demandés si cette justification était
valable, si la microdosimétrie pouvait apporter des informations supplémentaires et surtout
observables ou quantifiables, lorsque 1’on étudie la relation dose-effet.
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Dans ce chapitre, nous délimiterons, dans un premier temps, le domaine d’emploi de la
microdosimétrie dans les études pré-cliniques de RIT-c selon le critére de Kellerer. Dans un
second temps, le but de cette étude sera de quantifier I’impact de la prise en compte des
fluctuations statistiques des dépots d’énergie sur la pente et/ou la forme des courbes de survie
cellulaire. Deux modeéles biologiques simples seront utilisés : la cellule isolée, le cluster de
cellules. Pour ces deux modéles, I’impact de distributions non-uniformes de ’activité sur les
courbes de survie sera évalué.

1 Domaine d’emploi de la microdosimétrie selon le critére de
Kellerer :

La forme des distributions d’énergie spécifique dans une cible irradiée par des particules o va
dépendre de différents parameétres :

- lataille de la cible,

- D’énergie des particules o,

- le point d’émission de ces particules,

- la dose absorbée.
Dans le contexte d’une étude dosimétrique de ’irradiation in vivo de cellules par des
particules o, nous avons cherché a délimiter les intervalles de dose absorbée et de taille du
noyau pour lesquels ’emploi de la microdosimétrie est requis si 1’on respecte le principe de
Kellerer.

1.1 Matériel et méthodes :

Pour chaque taille de cible (ici le noyau de la cellule) et chaque dose absorbée, la distribution
(multi-coups) de 1’énergie spécifique a été déterminée en utilisant le modele développé. Dans
un second temps, la variance relative de cette distribution a été calculée et comparée a la
valeur de 20% définie plus haut. Ce calcul a été répété pour différentes localisations des
sources (dans le noyau, le cytoplasme, a la surface des cellules, dans le volume entourant les
cellules). Le radionucléide considéré est le ?Bi et le rayon de la cellule est égal & 10 pm.

1.2 Reésultats/Discussion :
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Figure 32: Dose moyenne absorbée pour laquelle I'écart type relatif de la distribution f(z) est
égale a 20% en fonction du rayon du noyau.

La figure 32 décrit la dose moyenne absorbée pour laquelle la variance relative de la
distribution de 1’énergie spécifique est égale a 20% en fonction du rayon du noyau de la
cellule. Les différentes courbes représentent des localisations variables des sources. Ces
courbes délimitent les intervalles de taille de la cible et de dose moyenne absorbée pour
lesquels la microdosimétrie est conseillée. Pour chaque rayon, pour des valeurs de dose
situées au-dessus de la courbe, les fluctuations statistiques des dépots d’énergie sont jugées
non significatives et la microdosimétrie n’est pas nécessaire. Pour un rayon cellulaire de 5 pm
et une irradiation volumique (i.e. irradiation provenant des anticorps radiomarqués libres en
solution), la microdosimétrie est recommandée jusqu’a une dose absorbée de 7 Gy. Plus le
rayon du noyau est petit, plus 1’écart type de la distribution d’énergie spécifique sera grand.
Pour un rayon nucléaire de 2 pm, la microdosimétrie doit étre employée jusqu’a une dose
absorbée de 43 Gy. On peut remarquer que les fluctuations statistiques des dépdts d’énergie
sont plus importantes quand I’irradiation est volumique que lorsque les sources sont localisées
a la surface ou dans la cellule. Cette observation peut étre aisément expliquée. Dans le cas ou
les sources sont localisées au niveau de la cellule, les particules o émises vont déposer leur
énergie au début de leur parcours et donc avec un TEL relativement constant. Dans le cas
d’une irradiation volumique, le TEL auquel les dépots d’énergie sont effectués est tres
variable en raison du pic de Bragg. La distribution de 1’énergie spécifique a donc un écart
type plus important.

Dans le cadre des expériences in vitro d’irradiation o, les doses considérées sont inférieures
aux doses mentionnées ci-dessus. Selon le principe de Kellerer, la microdosimétrie devrait
donc étre systématiquement utilisée pour analyser ces expériences.
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2 Microdosimétrie et courbes de survie :

2.1 Introduction :

Dans un article datant de 1987 [5], Humm a montré que les courbes de survie de deux
populations cellulaires issues de la méme lignée mais irradiées par des particules o selon deux
géométries distinctes pouvaient comporter des différences. La dose moyenne absorbée,
n’était, dans ce cas, pas suffisante pour prédire la survie cellulaire. Lors d’une irradiation o,
les cibles (noyaux cellulaires ou autres volumes spécifiés) ne recoivent en effet pas toutes la
méme dose. Il est méme possible que certaines cibles ne regoivent aucune dose si aucune
particule o ne les traverse [6]. Ce concept est illustré par la figure 33.

Figure 33: Parcours des particules o dans la matiére (d’aprés [5]).

I semble donc plus pertinent de relier la survie cellulaire au spectre complet de doses regues
par les cellules. Nous avons défini dans la partie précédente la zone d’emploi de la
microdosimétrie selon le critére physique de Kellerer. Ici, nous allons essayer d’analyser si
I’utilisation de ces spectres microdosimétriques pour évaluer la survie cellulaire a la suite
d’une irradiation o apporte des informations supplémentaires par rapport & une analyse
macrodosimétrique de la relation dose/effet. 1l s’agit donc, d’une certaine maniére, de préciser
un critére biologique pour I’utilisation de la microdosimétrie.

Les études dosimétriques d’irradiation cellulaire par des particules o peuvent poursuivre deux
objectifs différents. Le premier but d’une étude peut étre de déterminer a la suite
d’expériences in vitro la radiosensibilité d’une cellule. Les données d’entrée sont les mesures
de survie et la géométrie de I’irradiation et le but du calcul est de déterminer la valeur
macrodosimétrique Do ou la valeur microdosimétrique zo.

Le second type d’étude que I’on peut réaliser consiste a prédire, a partir d’'une valeur de
radiosensibilité cellulaire connue, la survie d’une population cellulaire irradiée, dans une
géométrie donnée, par un radioélément émetteur o.. Ce genre d’analyse peut permettre
d’évaluer I’efficacité d’un traitement contre des cellules tumorales mais aussi sa toxicité vis-
a-vis des tissus sains. Nous nous sommes placés ici dans le contexte de ce type d’étude.

La distribution multi-coups d’énergie spécifique au sein du noyau d’une cellule va varier en
fonction de divers paramétres géométriques. La localisation des sources émettrices de
particules o. (dans le noyau, le cytoplasme, a la surface des cellules ou dans le milieu
entourant les cellules) ainsi que la géométrie de 1’irradiation (cellule isolée, monocouche ou
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cluster de cellules) et la taille des cellules vont déterminer la forme des spectres f(z). Cette
forme va également varier en fonction de la dose moyenne absorbée recue par la cible
considérée.

Dans ce travail, nous avons cherché a caractériser les variations de survie des cellules, pour
deux géométries représentatives (cellule isolée et cluster de cellules) lorsque la localisation
des sources change.

La méthode utilisée a consisté a quantifier, a dose moyenne égale, la variation de survie
prédite par ce modéle microdosimétrique de survie. Pour chaque localisation des sources,
nous avons calculé la courbe de survie correspondante lorsque la dose absorbée augmente.
Ces variations des courbes de survie lorsque 1’on utilise un calcul microdosimétrique seront
mises en paralléle avec I’impact de la prise en compte de certaines non-uniformiteés.

2.2 Celluleisolée :

2.2.1 Matériel et méthodes :

Un calcul macrodosimétrique de la survie d’une population de cellules isolées peut étre
effectué a partir de 1’équation suivante :

S= 67%0 (4-1)

ou D est la dose moyenne absorbée par les cellules et Dg représente la dose moyenne absorbée
permettant de réduire a 37% la survie cellulaire.

Quelle que soit la localisation des désintégrations radioactives, une courbe unique
représentera la survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée.

Dans le cadre d’une étude microdosimétrique, lorsque la localisation des sources varie, le
spectre multi-coups d’énergie spécifique, f(z) dans la cible cellulaire considérée, ici le noyau,
va étre modifié. La survie pour une méme dose absorbée pourra donc varier. On va obtenir,
pour chaque localisation de sources, une courbe de survie cellulaire différente. Si I’écart entre
ces courbes est important, 1’emploi de la microdosimétrie, dans ce genre d’étude est justifié.
Si les courbes sont trés proches, un calcul macrodosimétrique peut suffire pour prédire la
survie cellulaire.

Le principe général de cette étude a donc consisté a évaluer I’écart entre les courbes de survie
calculées lorsque la localisation des sources varie.

2.2.1.1 Quantification des différences :

La premiére fagcon de comparer deux courbes de survie est de faire le rapport des survies a
dose égale. Pour des cellules isolées, les courbes de survie sont des exponentielles. Ce rapport
des survies augmentera donc avec la dose. Toutefois, un rapport de 1*10° calculé en faisant le
rapport d’une survie de 1.10™° sur une survie de 1.10%" est difficile & appréhender en pratique.
Ces taux de survie restent théoriques puisque non-mesurables lors d’expériences in vitro ou in
vivo. Pour cette raison, nous avons calculé un second paramétre pour quantifier 1’erreur
potentielle commise lorsque 1’on ne réalise qu’une étude macrodosimétrique : il s’agit de la
différence maximale de survie observée pour une méme dose moyenne. Cette différence
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maximale de survie (DMS) correspond a 1’écart maximum entre deux courbes de survie
lorsque I’on fait varier la dose de 0 a I’infini. Sa définition mathématique est la suivante :

VD, DMS=max(S,(D)-S,(D))

ol Sy1(D) et Sy(D) représentent les survies calculées a la dose moyenne absorbée D dans les
configurations d’irradiation 1 et 2.

2.2.1.2 Variation de la localisation des sources :

Au cours de cette étude, quatre localisation possible des sources ont été considérées:

- dans le noyau des cellules,

- dans le cytoplasme des cellules,

- alasurface des cellules,

- dans le milieu ou surnageant entourant les cellules.
Les courbes de survie correspondantes ont été calculées et comparées pour ces quatre
localisations. La radiosensibilité des cellules a été fixée a z;=0,1 Gy. La cellule considérée a
;Jlr; rayon cellulaire de 10 um et un rayon nucléaire de 5 um. Le radioélément utilisé est le

Bi.

2.2.1.3 Variation de la taille et de la radiosensibilité des cellules :

Le méme calcul a été répété en faisant varier les rayons cellulaire (de 3 a 10 um) et nucléaire
(de2a9 um).
Lorsque la radiosensibilité des cellules diminue, I’'impact de la variation de la forme des
spectres microdosimétriques sur la valeur de la survie va étre atténué. Nous avons comparé
les courbes de survie lorsque les sources sont localisées dans le noyau et lorsque les sources
sont localisées dans le surnageant pour trois radiosensibilités différentes :

- 20=0,1 Gy

- 2020,5 Gy

- Z2p=1Gy.
Le radioélément utilisé est toujours le **Bi.

2.2.1.4 Etude de cas réalistes :

In vitro ou in vivo, I’irradiation ne proviendra jamais exclusivement du noyau, du cytoplasme
ou de la surface des cellules; une part de I’irradiation proviendra toujours des vecteurs
radiomarqués restés libres dans le milieu entourant la cellule. Les calculs précédents ont donc
été repris en utilisant un modéle de fixation classique des anticorps par les cellules, tel que
celui décrit dans le chapitre III. La survie des cellules a été évaluée lorsque ’on fait
augmenter la concentration d’anticorps ajoutés. Pour chaque concentration, le nombre
d’anticorps radiomarqués fixés a la cellule et la densité de particules o émises par unité de
volume ont été calculés. La survie cellulaire calculée a été représentée en fonction de la dose
moyenne absorbée par le noyau des cellules.
Deux courbes de survie ont alors été comparées :

- une courbe de survie représentant le cas ou les anticorps fixés sont dans le noyau,

- une courbe de survie représentant le cas ou les anticorps fixés restent a la surface de la

cellule.
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Le nombre de sites de fixation des anticorps est équivalent quelle que soit la localisation des
sources et a été fixé a 2,5*10°.

La radiosensibilité des cellules a été fixée a zo=0,1 Gy. La cellule considérée a un rayon
cellulaire de 10 um et un rayon nucléaire de 5 pm. Le radioélément utilisé est le **Bi.

Un second calcul de «cas réaliste » a été réalisé. Dans le cadre de la RIT, le nombre
d’antigénes présents a la surface des cellules tumorales est un paramétre important de
I’efficacité du traitement. Nous avons donc représenté la survie en fonction de la dose
moyenne absorbée, lorsque les anticorps radiomarqués au “°Bi se fixent a la surface de la
cellule. Les courbes de survie cellulaire de trois cellules comportant des nombres de sites
antigéniques différents (O sites ; 2,510 sites; 1*10° sites) ont été comparées. Dans le cas de
la cellule qui ne comporte pas de site antigénique, 1’irradiation sera exclusivement volumique.
Les comparaisons ont été effectuées en faisant varier le rayon nucléaire entre 2 et 9 um et en
faisant varier la radiosensibilité des cellules (zo=0,1 Gy ; 0,5 Gy ou 1 Gy).

2.2.1.5 Prise en compte des non-uniformités :

Deux articles récents [7, 8] se sont intéressés a des variations intercellulaires au sein d’une
population cellulaire et les conséquences de ces variations au niveau dosimétrique.
Kvinnsland a mesuré les rayons cellulaires et nucléaires d’un large échantillon de cellules de
deux types (RAEL et OHS-s1). Il a montré que le rapport nucléo cytoplasmique de ces
cellules était globalement constant mais que les rayons cellulaires et nucléaires étaient
distribués suivant une gaussienne tronquée autour de la valeur moyenne de ces rayons. La
prise en compte de ces distributions de rayons dans le calcul dosimétrique a modifié les
courbes de survie calculée. Celles-ci ne sont alors plus linéaires.

Dans son travail, Neti a évalué la variation intercellulaire de 1’activité fixée au sein d’une
population cellulaire. 1l a montré que cette activité était distribuée selon une loi log-normale
de la forme :

f(a,) = ¥exp(—(ln(ao) —(In <a,>-0"/2))*/20%)

aoam (4-4)

a,>0
Cette distribution est caractérisée par la valeur de l’activité fixée moyenne : <ap> et le
parametre de forme o qui représente 1’écart de la distribution log-normale par rapport a une
distribution normale (Figure 34).
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Figure 34: Distributions log-normale correspondant a différents paramétres de forme. Le trait
noir vertical représente la valeur moyenne de I’activité.

L’impact de la prise en compte de la distribution log-normale de I’activité fixée est important.
A nouveau, les courbes de survie ne sont plus linéaires (Figure 35).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 35: Survie cellulaire calculée en fonction de I’activité moyenne par cellule si I’on suppose
que Pactivité par cellule suit une distribution log-normale (d’apres [8]).

Nous avons souhaité mettre en regard des différences observées précédemment entre les
différentes localisations de sources, les variations induites par la prise en compte de ces
variations intercellulaires au niveau d’une population cellulaire irradiée par des particules c.

Il est important de noter que la prise en compte des distributions de rayons cellulaires dans le
calcul des courbes de survie nécessite une méthode microdosimétrique et rejoint donc le
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théme de ce chapitre. On va, en effet, faire la moyenne pondérée des survies de cellules de
différentes tailles. Si I’on prend un Dq identique pour les cellules de tailles différentes, le
raisonnement est faux puisque le Dy que 1’on utilise correspond a une taille bien précise de
cellules. En revanche, si I’on connait la radiosensibilité microdosimétrique, zo, de la cellule,
on peut ’appliquer a des cellules de différentes tailles pour calculer la survie cellulaire. On
fera I’hypothése, comme Kvinnsland, que 1’on peut considérer un méme zo pour des cellules
de méme type, quelle que soit leur taille.

La prise en compte de la distribution d’activité par cellule a I’intérieur d’une population
cellulaire peut, elle, étre réalisée a I’aide d’un calcul macrodosimétrique. Ce calcul consiste,
en effet, a faire la moyenne des survies calculées pour chaque échantillon de la distribution
d’activité. La survie est alors égale a :

S= Z f (a,.)e’D' "Dy (4-5)

i=1

ou f(aj) est la densité de probabilité de I’activité fixée. N représente le nombre total de
cellules.

Toutefois, si I’on veut comme dans la partie précédente comparer différentes localisations des
sources (mais cette fois-ci en considérant que 1’activité fixée est distribuée selon une loi log-
normale a D’intérieur de la population cellulaire), il faudra utiliser la radiosensibilité
microdosimétrique, zo.

Le premier calcul de cette étude a été repris : cellule 10 um-5 pum, 4 localisations de sources,
z0 = 0,1 Gy, irradiation au #®Bi. Ces courbes de survie ont été comparées aux courbes de
survie lorsqu’une distribution de rayons cellulaires au sein de la population est prise en
compte (rapport nucléo cytoplasmique constant = 0,5 , Rcel moyen = 10 pum ; écart type de la
gaussienne tronquée = 2 pum) et lorsqu’une distribution de la fixation de 1’activité par les
cellules est prise en compte (distribution log-normale, sigma=1).

On a ensuite fait varier I’écart type de la distribution gaussienne des rayons et le parameétre
sigma de la distribution log-normale de ’activité fixée.

2.3 Reésultats :

2.3.1 Variation de la localisation des sources :
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Figure 36: Survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée par le noyau lorsque la
localisation des sources varie (noyau, cytoplasme, membrane ou dans le milieu extracellulaire).
Le radioélément considéré est le 2°Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

La figure 36 montre que pour une cellule tres radiosensible (zo=0,1 Gy), la survie cellulaire
calculée, pour une méme dose moyenne absorbée, va beaucoup varier en fonction de I’origine
de I’irradiation (sources situées dans le noyau, le cytoplasme, a la surface de la cellule ou dans
le milieu extracellulaire).

Les courbes de survie obtenues sont des courbes mono-exponentielles, ce qui correspond aux
observations expérimentales. Leur pente varie en fonction de la localisation des sources. A
dose moyenne absorbée égale, une irradiation provenant du noyau de la cellule sera ainsi plus
cytotoxique qu’une irradiation provenant du milieu.

La survie est calculée selon la relation suivante :

Survie=exp[-n(1—T)(z,)] (4-2)
Pour chaque localisation des sources, les facteurs 7z et Ti(zo) vont varier. Pour une méme
dose absorbée, le nombre moyen de coups sera beaucoup plus élevé lorsque les sources sont
localisées dans le noyau puisque les dépdts d’énergie ont lieu au début du parcours de la
particule o ¢’est-a-dire a faible TEL. On rappelle que I’on a, en effet, I’égalité suivante :

D=n*z, (4-3)

ol Zest la moyenne fréquentielle de I’énergie spécifique par événement.

En revanche, lorsqu’une particule va traverser le noyau de la cellule, elle sera beaucoup plus
létale si elle vient du milieu extracellulaire que si elle est émise dans le noyau (concept
représenté par le facteur (1- T1(zo)). On observe que le nombre moyen de coups varie, selon
les localisations, plus rapidement que le facteur « 1- T1(zo) ». Lorsqu’on représente le spectre
microdosimétrique f(z) pour une méme dose absorbée pour les deux localisations de sources
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mentionnées, on peut observer des différences pouvant expliquer les différences de survie
(Figure 37).

Figure 37: Distribution multi-coups d'énergie spécifique dans le noyau pour une dose moyenne
absorbée de 5 Gy. Les trois courbes correspondent a des localisations des sources différentes
(noyau, surface, milieu).

On remarque que les trois spectres f(z) ont une forme de gaussienne. Le spectre f(z) de
I’irradiation volumique est plus aplati : une fraction plus importante de cellules va recevoir de
faibles dépdts d’énergie par rapport au cas ou les sources sont localisées dans le noyau. Ceci
explique les différences de survie observée. Les forts dépots d’énergie, plus fréquents dans le
cas de I’irradiation volumique ont un impact négligeable sur le taux de survie.

Le tableau 3 montre que pour une dose moyenne de 1 Gy, la survie observée sera 12,7 plus
¢élevée lorsque I’irradiation est volumique que lorsque I’irradiation provient du noyau de la
cellule. Ce rapport atteindra 3,3*10° pour une dose moyenne absorbée de 5 Gy. Ces rapports
seront plus faibles si I’on compare une irradiation volumique et une irradiation membranaire
ou cytoplasmique (environ 4 pour une dose moyenne absorbée d’1 Gy).

D=1 Gy D=5Gy

SurvieV0|ume VS SurV|ENOyau 12,7 3,34*105
SurVieVqume VS SurVieMembrane 4,3 1,45*103
SurVieMembrane VS SurVieNoyau 3,0 2,31*102

Tableau 3: Rapports des survies pour des doses moyennes (délivrées au noyau de la cellule)
égales (1 Gy et 5 Gy) lorsque les sources sont localisées dans le noyau, a la surface de la cellule,
dans le milieu entourant la cellule. Le radioélément considéré est le ?*Bi. La radiosensibilité de
la cellule a été fixée a z,= 0,1 Gy.
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Le tableau 4 présente les différences maximales de survie entre différentes localisations de
sources.

Différence maximale
SurvieV0|ume VS SUrViENoyau 19 %
Survievoiume VS SUrviemembrane 12 %
Surviemembrane VS SUIVienoyau 7%

Tableau 4: DMS pour une méme dose moyenne au noyau de la cellule entre une irradiation
provenant du milieu extracellulaire et une irradiation provenant du noyau ou de la membrane et
entre une irradiation provenant de la membrane et une irradiation provenant du noyau. Le
radioélément considéré est le **Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z,= 0,1 Gy.

D’apres le tableau 4, la différence maximale atteint 19% si ’on compare une irradiation
volumique et une irradiation provenant du noyau de la cellule. Cette différence est
significative et observable lors d’une expérience.

2.3.1.1 Variation de la taille et de la radiosensibilité des cellules :

Les résultats précédents ont été obtenus pour une cellule que I’on pourrait qualifier de
standard (Rce=10 pm ; Rney=5 pHm). Nous avons cherché & savoir si ceux-ci variaient en
fonction des rayons des cellules ou du rapport nucléo cytoplasmique, mais également de la
radiosensibilité de la cellule.

Différence maximale de survie

3
4 5

Rayon du noyau

Figure 38: Différence maximale de survie pour une méme dose moyenne délivrée au noyau de la
cellule entre une irradiation provenant du milieu extracellulaire et une irradiation provenant du
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noyau pour différents rayons cellulaires et nucléaires. Le radioélément considéré est le °Bi. La
radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

Diférence maximale de survie
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Figure 39:Différence maximale de survie pour une méme dose moyenne au noyau de la cellule
entre une irradiation provenant de la surface de la cellule et une irradiation provenant du noyau
pour différents rayons cellulaires et nucléaires. Le radioélément considéré est le “*Bi. La
radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

Les figures 38 et 39 montrent que les différences les plus importantes entre une irradiation
volumique et une irradiation provenant du noyau et entre une irradiation provenant de la
surface des cellules et une irradiation provenant du noyau sont observées pour des cellules &
« petits noyaux » (Rnoy= 2 pum). Ces différences peuvent atteindre 34% et 18% entre une
irradiation volumique et une irradiation provenant du noyau et entre une irradiation surfacique
et une irradiation provenant du noyau respectivement. Pour ces cellules, il sera donc essentiel
de réaliser une étude microdosimétrique.

Pour des cellules dont le rayon du noyau est supérieur a 7 um, les différences observées
seront inférieures a 12% entre une irradiation volumique et une irradiation provenant du
noyau et & 4% entre une irradiation surfacique et une irradiation provenant du noyau.

Ces différences ont été calculées pour des cellules treés radiosensibles (zo=0,1 Gy). Dans la
littérature, les radiosensibilités rapportées sont généralement comprises entre zo=0 et zo=1 Gy
pour des irradiations o. Lorsque I’on augmente la valeur de zo, les différences entre les
courbes de survie se réduisent comme le montre la figure 40:
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Figure 40: DMS pour une méme dose moyenne au noyau entre une irradiation provenant du
milieu extracellulaire et une irradiation provenant du noyau pour différents rayons nucléaires
(Ree=10 pm) et pour différentes radiosensibilités (z,=0,1 ou 0,5 ou 1 Gy). Le radioélément
considéré est le #*Bi.

La radiosensibilité de la cellule est un paramétre important lorsqu’on évalue 1’intérét d’un
calcul microdosimétrique pour 1’étude de la relation dose-effet. Pour des cellules dont le
noyau est supérieur a 5 um et pour des valeurs de zo supérieures a 0,5 Gy, 1’évaluation de la
survie au moyen d’une dose moyenne ne conduira qu’a une erreur potentielle de 5 % sur la
survie cellulaire, ce qui est acceptable. En revanche pour des cellules a petits noyaux, il
convient, quelle que soit la radiosensibilit¢ de la cellule, d’effectuer un calcul
microdosimétrique (environ 15 % de différence pour une cellule Ree=10 pm et Rpgy=2 pm
lorsque zo= 1 Gy).

2.3.1.2 Cas réalistes :

La figure 41 montre que dans des cas réalistes (i.e. une partie des anticorps radiomarqués
restent libres en solution) les courbes de survie ne sont plus alors de simples exponentielles.
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Figure 41: Survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée par le noyau. Les 4
couleurs de points représentent des localisations de sources variables (noyau, volume,
noyau-+volume, surface+volume). Le radioélément considéré est le 2°Bi. La radiosensibilité de la
cellule a été fixée a z = 0,1 Gy.

Cette forme peut étre expliquée par le type de fixation des anticorps. Au début, I’ensemble
des récepteurs de la cellule sont libres et donc pour une faible concentration d’anticorps
ajoutés, la part de [D’irradiation provenant de la cellule sera importante. A faibles
concentrations d’anticorps ajoutés et donc a faibles doses absorbées, les courbes de survies
« réalistes » vont donc se superposer aux courbes de survie ot 1’on considére que I’irradiation
vient exclusivement de la cellules. Lorsque la concentration d’anticorps ajoutés va augmenter,
les récepteurs cellulaires vont étre, petit a petit, saturés et la part relative de la dose totale
provenant des anticorps radiomarqués restés libres dans le surnageant va augmenter. Les
courbes de survie « réalistes » vont alors se rapprocher des courbes de survie correspondant a
une irradiation volumique.

Les différences de survie observées entre les irradiations provenant du noyau et de la
membrane sont encore plus grandes que celles observées dans des cas non-réalistes. La
différence maximale passe ainsi de 7% a 10,5% entre une irradiation surfacique et une
irradiation provenant du noyau. En revanche, a fortes doses, l’irradiation devenant
majoritairement volumique et ce, quelle que soit la cible du vecteur, les courbes de survie
vont se superposer.
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Les différences maximales de survie pour une méme dose absorbée entre la cellule ne
comportant aucun site et la cellule comportant 1 million de sites sont représentées dans la
figure 42.
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Figure 42: DMS en fonction du rayon du noyau pour trois radiosensibilités (z,=0,1; 0,5; 1 Gy).
Cette différence maximale exprime I'écart entre les courbes de survie d'une cellule comportant
1*10° sites antigéniques et une cellule ne comportant aucun site. Le radioélément considéré est le
213

Bi.

Les différences les plus importantes sont observées pour les cellules a petits noyaux.

Cette différence atteint 16% pour une cellule possédant un noyau de 2 um de rayon et une
radiosensibilité, zo=0,1 Gy. Pour les cellules possédant un noyau dont le rayon est supérieur a
4 um, la différence maximale de survie est inférieure a 5% pour zo=0,5 Gy et ;=1 Gy.
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Figure 43: DMS en fonction du rayon du noyau pour trois radiosensibilités (z,=0,1; 0,5; 1 Gy).
Cette différence maximale exprime I'écart entre les courbes de survie d'une cellule comportant
2,5*10° sites antigéniques et une cellule ne comportant aucun site. Le radioélément considéré est
le *Bi.
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Lorsque 1’on considére une cellule possédant moins de sites antigéniques (2,5*10° sites), la
différence maximale de survie avec la cellule ne possédant aucun site diminue (Figure 43).
Pour les cellules possédant un noyau dont le rayon est supérieur a 4 um, la différence
maximale de survie est inférieure a 4% pour z,=0,5 Gy et z;=1 Gy.
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Figure 44: Différence maximale de survie en fonction du rayon du noyau pour trois
radiosensibilités (z,=0,1; 0,5; 1 Gy). Cette différence maximale exprime I'écart entre les courbes
de survie d'une cellule comportant 2,5+10° sites antigéniques et une cellule comportant 1*10°
sites antigéniques. Le radioélément considéré est le *Bi.

Si ’on compare les survies des cellules possédant 1 million de sites et 2,5*10° sites, les
différences sont tres faibles (Figure 44). Elles sont inférieures a 3,5% quel que soit le rayon
du noyau et quelle que soit la radiosensibilité. La microdosimétrie dans ce cas n’est pas utile.
Les différences observées dans des cas realistes sont relativement faibles. Pour des cellules
possédant des densités d’antigénes a leur surface relativement proches, un calcul
macrodosimétrique semble suffisant pour prédire leur survie. Si I’on compare une cellule d’1
million de sites et une cellule ne possédant pas de sites antigéniques, la microdosimétrie doit
étre utilisée si les cellules sont fortement radiosensibles. Pour une radiosensibilité moyenne, la
macrodosimétrie peut suffire pour calculer la survie si le noyau des cellules a un rayon
supérieur a 4 um.

2.3.2 Prise en compte des non-uniformités :

La figure 45 reprend les courbes de survie montrées dans la figure 36. Ces courbes sont
comparées aux courbes de survie calculées pour une distribution gaussienne de rayons
cellulaires et pour une distribution log-normale de la quantité d’activité fixée par cellule.
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Figure 45: Survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée par le noyau pour deux
localisations des sources (Noyau, ou dans le milieu extracellulaire), lorsqu’une distribution de
rayons cellulaires au sein de la population est prise en compte et lorsqu’une distribution de la
fixation de Pactivité par les cellules est prise en compte. Le radioélément considéré est le ***Bi.
La radiosensibilité de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.

Nous observons les effets mentionnés dans les travaux de Neti [8] et de Kvinnsland [7]. La
prise en compte des variations intercellulaires modifie les courbes de survie. Celles-ci ne sont
plus linéaires.

On observe également, que la survie calculée en prenant en compte une distribution des
rayons cellulaires sera beaucoup plus élevée que lorsque le calcul est effectué en considérant
des rayons cellulaires moyens. La différence maximale peut atteindre 10% (Tableau 5).

Différence maximale
Su rVieNoyau—distrib. de rayons Vs Su rVieNoyau—rayon moyen 10 0/0
Su rVieMembrane——distrib. de rayons VS SurVieMembrane— rayon moyen 3,5 %
SurVieVqume——distrib. de rayons vs Su rVieVqume— rayon moyen 1,3 %

Tableau 5: DMS pour une méme dose moyenne au noyau lorsqu’une distribution de rayons
cellulaires est prise en compte par rapport a un calcul réalisé avec des rayons moyens pour
différentes localisations des sources (noyau, membrane, milieu extracellulaire). Le radioélément
considéré est le ?°Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

On remarque enfin que quelle que soit la localisation des sources, on observera, & dose
moyenne absorbée identique, un taux de survie quasiment constant.

Les observations précédentes sont également valables lorsqu’on considére que chaque cellule
ne va pas fixer de la méme maniére ’activité présente dans le milieu mais que Iactivité fixée
va étre distribuée selon une loi log-normale au sein d’une population cellulaire. Les courbes,
lorsque la localisation des sources varie, sont a nouveau tres proches.
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Différence maximale

Su rVieNoyau—distrib. d’activité VS Su rVieNoyau—activité moyenne 20 %
Su r'VieMembrane—— distrib. d’activité VS Su rVieMembrane—activite’ moyenne 20 %

Tableau 6: DMS pour une méme dose moyenne au noyau lorsqu’une distribution de Pactivité
fixée (distribution log-normale, sigma=1) est prise en compte par rapport a un calcul réalisé avec
une activitt moyenne pour différentes localisations des sources (noyau, membrane). Le
radioélément considéré est le **Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z,= 0,1 Gy.

La différence maximale lorsque 1’on tient compte de la distribution log-normale peut atteindre
20 % (Tableau 6).

2.3.2.1 Variation de I’écart type de la distribution gaussienne des rayons :

Pour la méme dose moyenne, la prise en compte d’une distribution gaussienne des rayons
cellulaires (avec un écart type relatif de 40%, conforme & ce qui est mesuré
expérimentalement) au lieu d’un rayon moyen conduit a une différence maximale de survie
d’environ 6 % quel que soit le rayon de la cellule, lorsque 1’activité est fixée par la cellule. Si
I’irradiation est volumique, cette prise en compte n’a qu’un effet négligeable sur la prédiction
de la survie (de 1 & 2%).

Cette différence augmente toutefois trés vite avec I’écart type de la distribution des rayons :

40 4

351 Noyau

30 1 — Membrane

25 4 Cas réaliste - 1 million de sites
20 Cas réaliste - 250000 sites

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
ecart type relatif de la distribution gaussienne des rayons

Figure 46: Différence maximale de survie lorsque I'on tient compte de la distribution des rayons
et lorsque I'on considére des rayons moyens (Rcimoyen=10 pm; Rn,ymoyen=5 pm) en fonction de
I’écart type relatif de la distribution gaussienne des rayons. Le radioélément considéré est le
2%Bj. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.
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La comparaison des courbes considérant des cas réalistes montre que plus le nombre de sites
antigéniques présents a la surface des cellules est faible plus I’impact de la prise en compte
d’une distribution de rayons est faible. Lorsque les cellules présentent 250000 sites
antigéniques, la part relative de la dose provenant du volume est, en effet, plus élevée que
lorsque la cellule présente 1 million de sites.

2.3.2.2 Variation du paramétre de forme de la distribution d’activité :

Le paramétre de forme, o, de la distribution log-normale de I’activité fixée va beaucoup
influencer la forme des courbes de survie calculées. La figure 47 montre que si ce paramétre
vaut 0,1 I'impact de la prise en compte de la distribution d’activit¢ par cellule sera
négligeable. Si ce paramétre vaut 1, la différence maximale avec un calcul réalisé avec une
valeur moyenne atteindra 20%. Dans son article, Neti [8] a mesuré des distributions dont le
paramétre de forme est proche de 0,5. On le voit, dans ce cas, la différence maximale de
survie pour une dose absorbée est proche de 4%.
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Différence
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de survie M sigma=0,5

10,0% X
sigma=0,1

5,0%
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Figure 47:Différence maximale de survie lorsque le nombre de désintégrations en surface de la
cellule est constant et lorsque ce nombre est distribué selon une distribution log-normale en
fonction de la radiosensibilité z,. Le radioélément considéré est le 2*Bi.

2.3.3 Discussion/Conclusion :

Pour une méme dose absorbée, on a vu que la survie d’une cellule pouvait étre différente
suivant la localisation des sources. On a déterminé que cette différence pouvait atteindre 20%
entre une irradiation provenant du noyau et une irradiation provenant du milieu entourant les
cellules pour une cellule, trés radiosensible (zo=0,1 Gy) de rayon cellulaire 10 um et de rayon
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nucléaire 5 um. Cette différence augmente encore pour des cellules aux noyaux plus petits. La
microdosimétrie est dans ce cas indispensable.

Lorsque I’on s’intéresse a des cas réalistes dans le contexte de la RIT-a, ’emploi de la
microdosimétrie est justifié pour des cellules trés radiosensibles et possédant un petit noyau
(Rnoy < 4 pm).

Pour une cellule isolée, I’intervalle d’intérét de la microdosimétrie pour le calcul de la survie
cellulaire semble donc moins étendu que ne le laissait penser le critére de Kellerer. Pour des
cellules possédant un noyau dont le rayon est supérieur a 5 um, une étude macrodosimétrique
sera souvent suffisante. Cette conclusion est & moduler en fonction de la radiosensibilité des
cellules étudiées.

La prise en compte du fait que toutes les cellules d’une population n’ont pas les mémes
rayons cellulaires et nucléaires mais que ceux-ci sont distribués de fagcon gaussienne a modifié
les courbes de survie. La relation entre la survie et la dose moyenne n’est alors plus linéaire et
les différences de localisation des sources n’ont plus beaucoup d’influence. Si une partie
importante de la dose vient des anticorps restés libres en solution, 1’impact de cette prise en
compte diminue fortement.

La prise en compte d’une distribution d’activité fixée va également beaucoup influencer les
courbes de survie. La toxicité apparente des particules o est alors beaucoup moins forte, en
raison des cellules non marquées ou faiblement marquées. La relation entre la survie et la
dose n’est plus linéaire. La survie cellulaire va, dans un premier temps, diminuer de fagon
exponentielle puis diminuer beaucoup plus lentement lorsque la dose moyenne absorbée va
augmenter. La diminution exponentielle de la survie pour de faibles doses absorbées
représente la mort des cellules fortement marquées (i.e qui concentrent a leur surface un forte
activité). Dans la deuxiéme phase de la courbe, bien que la dose moyenne absorbée augmente,
certaines cellules vont demeurer faiblement marquées et ne seront pas tuées. Cette forme non-
linéaire de la courbe de survie correspond au concept d’« overkill » défini par Humm [9].
L’impact de cette distribution d’activité peut étre pris en compte par un calcul
macrodosimétrique si le paramétre de forme, o, de la distribution log-normale est
suffisamment élevé (>0,4) et si la part de la dose volumique dans la dose totale est faible
puisque, dans ces cas, les courbes de survie sont confondues lorsque les localisations des
sources varient.

Toutefois, la distribution des récepteurs a la surface des cellules tumorales ciblées par des
anticorps radiomarqués est encore mal connue. Elle n’a été mesurée que sur quelques lignées
cellulaires et c’est encore insuffisant pour en tirer une conclusion générale.

2.4 Cluster de cellules :

La modélisation de la survie d’une population cellulaire regroupée sous la forme d’un cluster
a la suite d’une irradiation o ajoute une dimension supplémentaire par rapport aux études
pour des cellules isolées. Dans ce dernier cas, et si I’on considére que les sources radioactives
sont distribuées de fagcon homogene, 1’ensemble des cellules sera placé dans des conditions
identiques d’irradiation. Un calcul microdosimétrique pour une cellule cible suffira donc a
prédire la survie globale de la population cellulaire. Lors d’une irradiation o de cellules
assemblées en cluster, de larges variations de dépots d’énergie au sein des différentes cellules
pourront étre observées en raison du feu croisé : les cellules situées a la périphérie du cluster
recevront moins d’énergie en moyenne que les cellules situées au centre du cluster [10]. La
figure 48 illustre cette observation. Elle montre les spectres f(z) d’une cellule située au centre
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d’un cluster de rayon 100 pm et d’une cellule située a la périphérie de ce méme cluster
lorsque 21 désintégrations de 2*Bi ont lieu & la surface de chaque cellule du cluster. La dose
moyenne recue par la cellule centrale est plus de 2,5 fois la dose regue par la cellule
périphérique (5 Gy contre 1,9 Gy respectivement). Pour évaluer la survie globale de ce groupe
de cellules, il conviendra donc d’évaluer les dépots d’énergie pour chaque cellule (ou dans
une moindre mesure pour plusieurs groupes de cellules). C’est ce que 1’on appelle
traditionnellement la dosimétrie multi-cellulaire.

ickTime™ et u
décompresseur TIFF (LZW)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 48: Distributions d'énergie spécifique, f(z), dans les noyaux d'une cellule située au centre
du sphéroide et d'une cellule située en périphérie du cluster (Rejuster=100 um, compacité = 0,74).
21 désintégrations de *Bi ont lieu & la surface de chaque cellule du cluster.

Dans cette étude, nous avons simulé I’impact d’une irradiation o sur différents types de
clusters de cellules en faisant varier : la taille des clusters, leur compacité, la localisation des
sources. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que la diffusion des anticorps radiomarqués
pouvait étre restreinte dans les sphéroides, limitant leur fixation aux cellules proches de la
surface externe [11, 12]. L’influence de cette distribution non-homogéne de ’activité dans les
clusters sur la survie globale des cellules irradiées a été évaluée grace a notre modéle
dosimétrique.

Dans le cas de clusters de cellules, il est difficile de relier la survie globale & une dose unique.
Comme nous 1’avons dit précédemment, la dose dans le sphéroide n’est pas uniforme, et
calculer la moyenne des doses regues par les différentes cellules serait une erreur, d’aprés la
définition de la dose. La seule dose a laquelle nous pouvons relier la survie est la dose au
sphéroide. Nous représenterons donc la moyenne des survies des cellules du sphéroide en
fonction de la dose moyenne au sphéroide. Cette solution est loin d’étre satisfaisante puisque
pour deux doses moyennes au sphéroide identiques, il est intuitif de penser que 1’on pourra
obtenir des survies trés variables. Dans le cadre de ce travail ou nous cherchons a démontrer
I’intérét de la microdosimétrie par rapport a un calcul macrodosimétrique, cette contrainte
nous permettra d’ajouter une dimension a nos conclusions : nous pourrons en effet comparer
les apports de la dosimétrie multi-cellulaire par rapport a une dosimétrie « tumeur ». Le mot
« tumeur » est exagéré ici puisque les clusters auxquels nous nous intéresserons sont de taille
réduite (diametre de 200 um maximum) et représentent plutot des micrométastases.
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2.4.1 Matériel et méthodes :

2.4.1.1 Principe général des comparaisons :

Les calculs de survie ont été réalisés avec le modele microdosimétrique. Ces résultats ont été
comparés avec un calcul macrodosimétrique de la survie.

Dans ce dernier cas, nous avons calculé le paramétre de radiosensibilité macrodosimétrique,
Do, & partir de la courbe de survie (calculée par le modele microdosimétrique) qui correspond
au cas ou les sources sont localisées dans le noyau. Selon un modéle macrodosimétrique de la
survie, on aura :

§=2.5, (4-6)
S= ZeﬁD’ /D, (4_7)

ou N représente le nombre de cellules dans le cluster.

Pour une dose au sphéroide donnée, on aura donc une survie moyenne, S, calculée par le
modéle microdosimétrique. Connaissant, pour cette dose au sphéroide, la dose moyenne regue
par chacune des cellules du cluster, on pourra déterminer la valeur de Dy telle que
I’équation 4-7 soit satisfaite.

Pour les autres localisations, nous avons calculé les doses regues par chaque cellule du cluster
et a I’aide du Do précédemment déterminé, nous avons calculé la survie de chacune des
cellules. Les courbes de survie représentent la moyenne de ces survies représentées en
fonction de la dose moyenne au sphéroide.

Les courbes de survie « microdosimétrique » et « macrodosimétrique » ainsi calculées seront
comparées et la différence maximale de survie sera déterminée comme décrit dans la partie
précédente.

Nous avons également évalué ’intérét de la dosimétrie multi-cellulaire. Dans le cadre d’une
dosimétrie « tumeur », la survie cellulaire est évaluée en fonction de la dose moyenne au
sphéroide. Quelle que soit la localisation des sources notamment, la survie cellulaire sera
donc représentée par une courbe de survie unique. Dans le cadre d’une dosimétrie multi-
cellulaire, chaque localisation de sources conduira a une courbe de survie différente. L intérét
de la dosimétrie multi-cellulaire sera donc évalué en calculant la différence maximale de
survie entre ces différentes courbes.

2.4.1.2 Variation de la taille du cluster :

Des clusters de trois tailles (de 21, 50 et 100 um de rayon) ont été étudiés. Pour chaque
cluster, on a fait varier la localisation des sources (dans le noyau, dans le cytoplasme, a la
surface des cellules ou dans la solution entourant le cluster). Les courbes de survie ont été
calculées selon une méthode microdosimétrique et selon une méthode macrodosimétrique
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comme décrit précédemment. La radiosensibilité des cellules a été fixée & zo=0,1 Gy. Le
radioélément utilisé est le **Bi.

2.4.1.3 Variation de la taille des cellules et de la radiosensibilité :

Pour un cluster de 100 um de rayon, les courbes de survie de trois cellules de tailles
différentes :

- Ree~10 pm, Rpgy=9 pm

- Ree=10 pm, Rpgy=5 pm

- Rce=10 pm, Rpgy=2 pm
ont été calculées pour différentes localisations des sources (noyau, surface, volume entourant
les cellules). Le radioélément simulé est le #*Bi.
On a fait varier la radiosensibilité des cellules : zo=0,1 Gy ; 0,5Gy ou 1Gy.

24.1.4 Impact d’une distribution de rayons

Les cellules a I’intérieur d’un cluster ne présenteront pas toutes les mémes rayons cellulaires.
Pour évaluer I’impact de la prise en compte d’une distribution de rayons au sein de la
population cellulaire, deux types de clusters ont été simulés :
- clusters composés de cellules dont les rayons cellulaires et nucléaires sont fixes
(Ree=10 pm, Rpgy=5 pm),
- clusters composés de cellules dont les rayons cellulaires et nucléaires varient
(distribution gaussienne de ces rayons parmi la population cellulaire : Rce.moyen=10
pm, écart type : 2 um) .
Pour le méme rayon de sphéroide (50 um et 100 um) et pour le méme nombre de cellules a
I’intérieur de ces sphéroides, les survies moyennes ont été comparées.
La radiosensibilité des cellules a été fixée & z;=0,1 Gy. Le radioélément utilisé est le **Bi.

2.4.1.5 Impact d’une distribution d’activité

Les cellules a I’intérieur d’un cluster ne présentent pas toutes le méme nombre d’antigénes a
leur surface. Nous avons évalué I'impact de cette distribution non-uniforme des sites
antigéniques a la surface des cellules sur la survie cellulaire. Pour un cluster de rayon 100 pm,
la survie cellulaire a été calculé lorsqu’on considére une distribution log-normale (sigma= 0,1
ou 1) du nombre d’atomes de 2*Bi fixés & la surface des cellules et comparée & la survie
cellulaire lorsque chaque cellule fixe le méme nombre d’atomes de 2*°Bi & sa surface. La
radiosensibilité des cellules a été fixée a z=0,1 Gy. Les cellules considérées ont un rayon
cellulaire de 10 um et un rayon nucléaire de 5 pm.

2.4.1.6 Hétérogénéités spatiales de Pactivité -

La pénétration des anticorps radiomarqués a I’intérieur d’un sphéroide est souvent partielle
[11, 12]. Nous avons cherché a évaluer I’impact de cette limitation de la RIT sur I’efficacité
d’un traitement.

Le premier effet d’un marquage partiel des cellules d’un cluster sera de réduire le nombre de
désintégrations dans le cluster. Les courbes de survie correspondant aux cas ou 100%, 50%,
10% des cellules du cluster (R=100 pum) sont marquées en surface ont été calculées en
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fonction du nombre de désintégration par cellule. Une courbe de survie supplémentaire a été
calculée et correspond au cas ou seules les cellules en périphérie du cluster (couche
d’¢épaisseur de 10 pm) sont marquées. Le radioélément considéré est le “°Bi. La
radiosensibilité des cellules est fixée a z;=0,1 Gy.

Les courbes de survie ont ensuite été représentées en fonction de la dose moyenne au
sphéroide.

Dans une étude expérimentale publiée par Neti [13], des cellules marquées et non marquées
au *Po ont été mélangées selon différentes proportions (100%, 10%, 1% de cellules
marquées) et assemblées sous la forme de sphéroides. Aprés 72 heures d’irradiation, la survie
cellulaire a été mesurée. Nous avons souhaité comparer les résultats fournis par notre calcul
théorique et les résultats expérimentaux de Neti. Un cluster de rayon 100 um de cellules de
rayons Ree=5 pm et Rnoy= 4 um a été modélisé soit 5917 cellules pour une compacité de 0,74.
Dans I’étude de Neti le 2°Po-citrate est internalisé : 22% des désintégrations ont lieu dans le
noyau, 78% des désintégrations ont lieu dans le cytoplasme. Les spectres microdosimétriques
de chaque cellule ont été calculés. La survie globale des cellules du cluster a été calculée pour
différentes radiosensibilités.

2.4.2 Résultats:

2.4.3 Variation de la taille du cluster :
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Figure 49: Survie cellulaire moyenne dans un cluster de rayon 21 um en fonction de la dose au
sphéroide pour différentes localisations des sources. Les courbes de survie sont calculées soit par
une méthode microdosimétrique (lignes) soit par une méthode macrodosimétrique (pointillés).
Le radioélément considéré est le *Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.
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Figure 50: Survie cellulaire moyenne dans un cluster de rayon 50 um en fonction de la dose au
sphéroide pour différentes localisations des sources. Les courbes de survie sont calculées soit par
une méthode microdosimétrique (lignes) soit par une méthode macrodosimétrique (pointillés).
Le radioélément considéré est le **Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.
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Figure 51: Survie cellulaire moyenne dans un cluster de rayon 100 um en fonction de la dose au
sphéroide pour différentes localisations des sources. Les courbes de survie sont calculées soit par
une méthode microdosimétrique (lignes) soit par une méthode macrodosimétrique (pointillés).
Le radioélément considéré est le 2°Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

2.4.3.1 Dosimétrie multi-cellulaire :

On voit que la dose au sphéroide n’est pas suffisante pour caractériser la survie cellulaire
attendue. Pour la méme dose absorbée, des irradiations provenant du cytoplasme ou de la
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surface de la cellule donneront globalement la méme survie (moyenne des survies calculées
pour chaque cellule). Pour des sphéroides assez grands (a 1’échelle des particules o, e.g. 100
pum de rayon), I’irradiation volumique donnera également une survie équivalente a celle
d’observée pour les deux irradiations précédemment citées (différence maximale : 1%). En
revanche pour le cluster de rayon 21 pm, la différence maximale de survie entre une
irradiation volumique et une irradiation provenant du noyau pourra atteindre 53% et la
différence entre une irradiation surfacique et une irradiation provenant du noyau 46%
(Tableau 7). A dose moyenne absorbée équivalente, I’irradiation provenant du noyau des
cellules entrainera systématiquement une toxicité beaucoup plus importante.

Les courbes de survie exprimée en fonction de la dose au sphéroide sont des exponentielles
pour les petits clusters (21 um). Lorsque le rayon des sphéroides augmente (50 um et 100
pm), ce ne sont plus des exponentielles.

La survie montrée dans les figures 49, 50 et 51 représente la moyenne des survies des cellules
qui constituent le cluster. Dans un cluster de petite taille, la dose regue par chacune des
cellules sera relativement homogéne. Pour le cluster de rayon 21 um, le rapport de la dose
minimale regue par une cellule sur la dose maximale regue par une cellule est de 0,9 lorsque
les sources sont localisées dans le noyau des cellules. Pour le cluster de rayon 100 um, ce
rapport sera de 0,51. Dans le cas d’un petit cluster, la dose au sphéroide représentera donc
assez bien la cellule regue par chaque cellule. Dans le cadre d’une irradiation «, la survie
cellulaire représentée en fonction de la dose est une exponentielle ; il est normal de retrouver
des courbes de survie de forme exponentielle pour des petits clusters.

R=21pum R =50 um R =100 um

(13 cellules) | (87 cellules) | (740 cellules)
Survieyolume VS SUrVienoyau 53% 39% 24 %
surVieVqume VS SurVieMembrane 9% 90/0 1 %
Surviemembrane VS SUIVienoyau 46% 30% 23 %

Tableau 7: DMS pour une méme dose moyenne au sphéroide entre une irradiation provenant du
milieu extracellulaire et une irradiation provenant du noyau ou de la membrane et entre une
irradiation provenant de la membrane et une irradiation provenant du noyau. Le calcul a été
réalisé pour les trois tailles de clusters. Le radioélément considéré est le ?*Bi. La radiosensibilité
de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

2.4.3.2 Microdosimétrie vs Macrodosimétrie :

Pour chacun des clusters, les différences maximales de survie ont été calculées entre un calcul
macrodosimétrique et un calcul microdosimétrique pour des irradiation surfacique et
volumique (Tableau 8). On voit que les différences sont importantes pour des irradiations
volumiques (17% pour un cluster de 21 um). Ces différences diminuent lorsque le rayon du
cluster augmente (11% pour un cluster de 100 um). En revanche, les différences observées
pour une irradiation surfacique sont constantes et proches de 7%.
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R =21 pum (13 cellules) | R =50 um (87 cellules) | R =100 um (740 cellules)
Irradiation
volumique 17% 15% 11%
Irradiation
surfacique % % %

Tableau 8:Différence maximale de survie pour une irradiation volumique et une irradiation
surfacique entre un calcul de survie effectué selon une méthode microdosimétrique et un calcul
de la survie effectué selon une méthode macrodosimétrique. Le radioélément considéré est le
238, La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

2.4.4 Variation des rayons cellulaires :
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Figure 52: Survie cellulaire moyenne dans un cluster de rayon 100 um en fonction de la dose au
sphéroide pour différentes localisations des sources. Le radioélément considéré est le **Bi. La
radiosensibilité de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.

On remarque que pour des cellules a gros noyau (e.g. cellule 10-9) les différences observées
entre les trois courbes (sources dans le noyau, a la surface ou dans le milieu) sont faibles
(Figure 52). En revanche, pour une cellule a petit noyau (e.g. cellule 10-2), les écarts entre les
trois courbes deviennent importants.

Charlton [10] a également montré que ces différences augmentent lorsque 1’énergie des
particules o. émises diminue.

142




Chapitre IV : Intérét de la méthode microdosimétrique

Les comparaisons entre un calcul macrodosimétrique et un calcul microdosimétrique de la
survie montrent, comme pour les cellules isolées, que les écarts sont d’autant plus importants
que le noyau des cellules est petit (Tableau 9).

Cellules 10 um- 9 um | Cellules 10 um-5 um | Cellules 10 um- 2 um
Irradiation
[0) [0) 0,
volumique 2,1% 11% 31%
Irradiation
(o) o) 0,
surfacique 0.6% % 25%

Tableau 9:Différence maximale de survie pour une irradiation volumique et une irradiation
surfacique entre un calcul de survie effectué selon une méthode microdosimétrique et un calcul
de la survie effectué selon une méthode macrodosimétrique. Le radioélément considéré est le
23 |a radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

2.4.5 Influence de z; :

2.45.1 Dosimétrie multi-cellulaire :
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Figure 53: Différence maximale de survie entre une irradiation volumique et une irradiation
provenant du noyau pour trois tailles de noyaux de cellules. Le calcul a été effectué dans un
cluster de rayon 100 pum pour trois radiosensibilités. Le radioélément simulé est le **Bi. La
radiosensibilité de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.
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La figure 53 montre que la radiosensibilité n’a que peu d’influence sur 'intérét d’effectuer
une dosimétrie multi-cellulaire. Celle-ci est recommandée quelle que soit la radiosensibilité
pour des cellules dont le rayon est inférieur a 9 um.

2.45.2 Microdosimétrie vs Macrodosimétrie :

Les différences maximales de survie entre les courbes de survie calculées par une méthode
macrodosimétrique et par une méthode macrodosimétrique ont été évaluées lorsque la
radiosensibilité et la taille du noyau des cellules varient. Le calcul a été effectué pour deux
types d’irradiation : irradiation surfacique, irradiation volumique.
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Figure 54: Différence maximale de survie pour une irradiation surfacique entre un calcul de
survie effectué selon une méthode microdosimétrique et un calcul de la survie effectué selon une
méthode macrodosimétrique pour trois radiosensibilités et trois tailles de noyaux de cellules. Le
radioélément considéré est le **Bi.

Pour une cellule qui posséde un rayon de 2 um le calcul microdosimétrique est recommandé
quelle que soit la radiosensibilité : la différence maximale de survie vaut en effet 10 % pour
20=1 Gy (Figure 54). Les différences sont plus faibles pour une taille de noyau de 5 um. Elles
ne dépassent 5% que pour une cellule trés radiosensible (zo=0,1 Gy). Pour une cellule dont le
rayon du noyau vaut 9 um, la microdosimétrie n’apporte aucune précision supplémentaire
dans le calcul de la survie par rapport a la macrodosimétrie.

Les mémes observations peuvent étre faites pour une irradiation volumique (Figure 55).
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Figure 55: Différence maximale de survie pour une irradiation volumique entre un calcul de
survie effectué selon une méthode microdosimétrique et un calcul de la survie effectué selon une
méthode macrodosimétrique pour trois radiosensibilités et trois tailles de noyaux de cellules. Le

radioélément considéré est le **Bi.

2.4.6 Impact d’une distribution des rayons :
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Figure 56: Survie cellulaire en fonction de la dose au sphéroide pour différentes localisations des
sources. Le calcul a été réalisé pour un cluster de rayon de 50 um composé de cellules possédant
toutes les mémes rayons cellulaires (signes pleins) et des cellules dont les rayons cellulaires sont
distribués selon une gaussienne tronquée (signes vides). Le radioélément considéré est le 2°Bi.

La radiosensibilité de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.
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Figure 57: Survie cellulaire en fonction de la dose au sphéroide pour différentes localisations des
sources. Le calcul a été réalisé pour un cluster de rayon de 100 um composé de cellules
possédant toutes les mémes rayons cellulaires (signes pleins) et des cellules dont les rayons
cellulaires sont distribués selon une gaussienne tronquée (signes vides). Le radioélément
considéré est le #*Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

Les figures 56 et 57 montrent que I’impact de la prise en compte d’une distribution des rayons
cellulaires & P’intérieur de la population cellulaire est trés faible (différences de survie
inférieures a 5% pour des doses au sphéroide identiques). On peut donc considérer des rayons
cellulaire et nucléaire moyens lorsque 1’on évalue la survie cellulaire a I’intérieur d’un cluster
de cellules.

2.4.7 Impact d’une distribution d’activités :
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Figure 58: Survie cellulaire en fonction de la dose au sphéroide pour des sources de *°Bi
localisées dans le noyau ou a la surface des cellules. Les deux courbes supérieures représentent
les cas ou I'activité est distribuée de facon log-normale (6=0,1 et 6=1) a la surface des cellules. Le
radioélément considéré est le **Bi. La radiosensibilité de la cellule a été fixée & z,= 0,1 Gy.

La figure 58 montre I’influence de la prise en compte d’une distribution d’activité a la surface
des cellules. Comme pour une cellule isolée, la survie calculée est plus élevée si I’on prend en
compte cette distribution. Les écarts sont toutefois trés faibles, comme le montre le tableau
10 (environ 4% lorsque la paramétre de forme, o, de la distribution log-normale est égal & 1 et
inférieur & 1% lorsque & vaut 0,1).

Différence maximale
Surviemembrane - distrib. d’activite/ SUFVi€Membrane-activité moyenne o
_ <1%
(=0,1)
Surviemembrane - distrib. d*activite!/ SUFVi€Membrane-activite moyenne 0
(6=10) 4%

Tableau 10: DMS lorsque le nombre de désintégrations (***Bi) en surface des cellule d’un cluster
de rayon 100 pm est constant et lorsque ce nombre est distribué selon une distribution log-
normale. La radiosensibilité de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.

Cette influence trés faible de la distribution d’activité fixée par les cellules sur la survie dans
le cadre des clusters de cellules peut étre expliqué par le fort feu croisé qui tend a gommer les
non-uniformités.
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2.4.8 Hétérogénéités spatiales de ’activité:

Pour une méme concentration d’anticorps administrés, le premier effet de la pénétration
partielle des anticorps sera d’entrainer une diminution de la dose délivrée aux cellules.
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Figure 59: Survie moyenne des cellules a I'intérieur d'un cluster de 100 um en fonction du
nombre de désintégrations par cellule lorsque 100%, 50%, 10% des cellules ou seules les cellules
situées en périphérie des clusters sont marqués. Le radioélément considéré est le ***Bi. La
radiosensibilité de la cellule a été fixée & z, = 0,1 Gy.

La figure 59 représente la survie moyenne des cellules a I’intérieur d’un cluster de 100 um en
fonction du nombre de désintégrations par cellule lorsque 100%, 50%, 10% des cellules ou
seules les cellules situées en périphérie des clusters sont marquées.

Les différences de survie sont trés importantes. Pour 5 désintégrations par cellule, la survie
moyenne sera comprise entre 75% (10% des cellules marquées) et 7% (100% des cellules
marquées).

Lorsque le nombre de cellules marquées va varier, la dose au sphéroide sera également
modifiée. Nous avons donc étudié, dans un second temps, la survie cellulaire en fonction de la
dose au sphéroide. La question sous-tendue par cette étude est : Peut on prédire la survie
globale des cellules a ’intérieur du sphéroide seulement a partir de la dose au sphéroide ?
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Figure 60: Survie moyenne des cellules a I'intérieur d'un cluster de 100 um en fonction de la
dose moyenne au sphéroide lorsque 100%, 50%0, 10% des cellules ou seules les cellules situées en
périphérie des clusters sont marqués. Le radioélément considéré est le ?*Bi. La radiosensibilité
de la cellule a été fixée a z, = 0,1 Gy.

La figure 60 montre que pour une méme dose au sphéroide, et donc pour un méme nombre de
désintégrations dans le cluster, les courbes de survie cellulaires seront trés variables. La
différence maximale sera observée pour les courbes correspond a 100% et a 10% des cellules
marquées : elle est estimée & 7%.

Pour évaluer I’impact d’une distribution non-uniforme de I’activité, il conviendra donc
d’effectuer une dosimétrie multi-cellulaire.

Cette conclusion basée sur une étude théorique a été mise en évidence expérimentalement par
Neti [13]. Lors de cette étude, des cellules marquées et non marquées au 2°Po ont été
mélangées selon différentes proportions (100%, 10%, 1% de cellules marquées) et assemblées
sous la forme de sphéroides. Apres 72 heures d’irradiation, la survie cellulaire a été mesurée.
La figure 61 montre les résultats obtenus.
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Figure 61: Survie moyenne des cellules a I'intérieur d'un cluster contenant 1 million de cellules
en fonction de Pactivité fixée dans le cluster lorsque 100%, 10%, 1% des cellules sont marqués
(gauche). Survie moyenne des cellules a I'intérieur d'un cluster contenant 1 million de cellules en
fonction de la dose au sphéroide lorsque 100%, 10%, 1% des cellules sont marqués (droite).
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Figure 62: Survie moyenne des cellules a
I'intérieur d'un cluster contenant 1
million de cellules en fonction de la self
dose et de la cross dose recues par les
cellules dans le cluster lorsque 100%,
10%, 1% des cellules sont marqués.

Des calculs macrodosimétriques réalisés
par Neti n’ont pas permis d’expliquer la
forme de ces courbes. Pour son analyse
dosimétrique, Neti a divisé les cellules en 2
groupes:

cellules marquées,

cellules non-marquées.

La dose regue par les cellules non marquées
a été calculée en prenant la dose moyenne
recue par le cluster. Pour déterminer la dose
recue par les cellules marquées, une dose
auto-absorbée correspondant au nombre de
désintégrations par cellule a été ajoutée a
cette premiére dose.

Les courbes de survie représentée en
fonction de la cross dose ou de la self dose
sont alors exponentielles (Figure 62). Cette
modélisation ne permet donc pas
d’expliquer la forme des courbes.

En réalité, les cellules, suivant les distances
qui les séparent des cellules marquées, vont
recevoir des doses trés variables. Lorsque la
dose va augmenter, les cellules trés proches
vont étre tuées mais celles situées plus loin
auront tendance a ne pas étre affectées par
cette augmentation de la dose globale.
Toutefois, cette explication n’est pas
suffisante pour le cas ot 100% des cellules
sont marquées. Dans ce cas, les cellules
situées en périphérie recevront une dose
tres inférieure aux cellules situées au centre
du cluster. Cette différence peut induire une
certaine résistance des cellules
périphériques lorsque la dose augmente et
expliquer la forme de la courbe.

Une dosimétrie multi-cellulaire plus précise doit étre réalisée pour modéliser ce phénomene.
Nous avons repris cette étude. Les spectres microdosimétriques de chaque cellule ont été

calculés. La survie globale des cellules du
radiosensibilités.

cluster a été calculée pour différentes

Les courbes de survie calculées par notre modele sont représentées dans la figure 63. Elles
sont trés proches des courbes expérimentales observées.
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Figure 63: Survie moyenne des cellules & I'intérieur d'un cluster de rayon 100 pm de cellules en
fonction de la dose au sphéroide lorsque 100%, 10%, 1% des cellules sont marqués. La
radiosensibilité des cellules est fixée & z,=0,6 Gy. Le radioélément considéré est le ?°Po.

Les valeurs de D37y (i.€. dose délivrée au sphéroide qui entraine une survie de 37%) ont été
calculées. Elles sont différentes des valeurs observées dans ’étude de Neti, quelle que soit la
valeur de radiosensibilité que nous choisissons. Les sphéroides de Neti sont composés d’1
million de cellules. Nous avons simulé, pour des raisons de temps de calculs, des sphéroides
plus petits de 5917 cellules.

Nous pensons que la taille du cluster va influencer la valeur du paramétre D37g. Nous avons
comparé les valeurs de Dszo, Obtenues si la taille des clusters varie. Lorsque la taille des
clusters augmente, la valeur de D379, augmente (i.e. D37=0,3 Gy pour un cluster de 50 pm
lorsque 100% des cellules sont marquées et D370,=0,45 Gy pour un cluster de 100 um lorsque
100% des cellules sont marquées).

La dosimétrie multi-cellulaire s’avére encore indispensable pour modéliser I’impact d’une
distribution non-uniforme de I’activité. Cette étude constitue une comparaison intéressante
entre les résultats de survie fournis par notre modele et des résultats expérimentaux. Les
courbes de survie sont relativement bien prédites par notre modéle. Il s’agit d’une validation
qualitative de notre modélisation.

2.4.9 Conclusion:

Cette étude nous a permis d’approcher les réponses a deux questions distinctes :
- Doit-on effectuer une dosimétrie multi-cellulaire pour calculer la survie de cellules a
I’intérieur d’un cluster ou la dose moyenne délivrée au sphéroide suffit-elle ?
- Dans le cadre d’une dosimétric multi-cellulaire, doit-on effectuer des calculs
macrodosimétriques ou des calculs microdosimétriques pour évaluer la survie des
cellules ?
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L’analyse que nous avons réalisée n’est pas exhaustive. De nombreux paramétres vont
influencer cette survie : la taille du cluster, la compacité du cluster, la taille des cellules, la
radiosensibilité des cellules, la location des sources, le radioélément utilisé, le degré
d’uniformité de la distribution d’activité au sein du cluster. Dans notre étude, le paramétre de
la compacité n’a pas été étudié. Nous pensons qu’in vivo les cellules qui n’ont pas une paroi
rigide auront tendance a former des amas de compacité élevée. Nous avons donc effectué nos
calculs en considérant a chaque fois une compacité maximale (pour des cellules sphériques)
soit 0,74.

Les premiers résultats ont montré que les courbes de survie étaient trés variables suivant la
localisation des sources et la taille des clusters.

Pour des clusters de faible taille, les courbes de survie représentées en fonction de la dose au
sphéroide sont exponentielles. Lorsque la taille des clusters augmente, pour des doses au
sphéroide élevées (>5 Gy) la survie ne diminue plus de fagon exponentielle mais a tendance a
diminuer beaucoup moins vite. Cela peut étre expliqué par la plus grande homogénéité des
doses recues par les cellules dans des sphéroides de petites tailles.

Les variations des courbes de survie suivant les localisations indiquent qu’il est important de
réaliser une analyse multi-cellulaire ; la dose au sphéroide ne suffit pas pour évaluer la survie.
Les écarts entre les courbes sont moins importants lorsque les cellules possédent un gros
noyau. Toutefois, quelle que soit la sensibilité de la cellule et quelle que soit la taille de son
noyau, cette étude montre qu’il est indispensable d’effectuer une dosimétrie multi-cellulaire
pour prédire de fagon satisfaisante la survie cellulaire.

En ce qui concerne I’intérét de la microdosimétrie, la conclusion est moins générale. 1l semble
que I’intérét de la microdosimétrie dépende de la taille du cluster. Pour des petits clusters
(R=21 pm), son impact par rapport a la macrodosimétrie est important. Pour prédire la survie
dans un cluster de plus grande taille (R>50 pm), la microdosimétrie offre un degré de
précision supplémentaire par rapport a la macrodosimétrie lorsque le noyau des cellules est
inférieur & 6 pm.

Au cours de cette étude, nous nous sommes également intéressés aux différentes non-
uniformités qui pouvaient modifier le résultat des calculs. Contrairement au cas de la cellule
isolée, la non-uniformité des rayons cellulaires au sein d’une population n’a que trés peu
d’influence sur les courbes de survie.

Si I’on suppose une pénétration compléte de ’anticorps dans le cluster, une distribution log-
normale de I’activité fixée par les cellules aura également peu d’impact sur les courbes de
survie méme pour un paramétre de forme élevé (c=1).

Toutefois, il est généralement observé que la pénétration des anticorps dans les sphéroides in
vitro ou dans les micrométastases in vivo n’est pas compléte. Nous avons cherché a quantifier
I’impact de cette pénétration partielle sur la survie cellulaire. Dans le cas d’un cluster de
rayon 100 pum, les courbes de survie vont étre trés variables suivant le pourcentage de cellules
marquées. Pour 5 désintégrations par cellule, la survie moyenne sera comprise entre 75%
(10% des cellules marquées) et 7% (100% des cellules marquées).

Une étude expérimentale réalisée par Neti [13] a montré I’impact d’une distribution non-
uniforme de I’activité au sein d’un sphéroide. Notre modélisation multi-cellulaire semble
mieux décrire les résultats que la méthode utilisée dans 1’étude. Ces résultats expérimentaux
tendent a valider I’approche que nous utilisons pour le calcul de la survie.
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2.5 Conclusion:

Au cours de ce chapitre, nous avons cherché a détailler les situations dans lesquelles 1’apport
de la microdosimétrie par rapport a la macrodosimétrie est significatif. Pour répondre a cette
question, il faut d’abord préciser dans quel but on souhaite utiliser la dosimétrie. Le but de la
dosimétrie est, nous le pensons, de relier la survie d’une structure biologique a la quantité de
rayonnements recus par cette structure. Dans le cas de la macrodosimétrie, a 1’échelle
cellulaire, la survie sera reliée a la dose moyenne absorbée par les cellules. Dans le cadre de la
microdosimétrie, la survie peut étre reliée a la distribution d’énergie spécifique regue par les
cellules.

Il convenait donc de mesurer, dans différentes conditions expérimentales d’irradiation, la
survie d’une population cellulaire et d’essayer de relier cette survie soit a la dose moyenne
absorbée, soit a la distribution d’énergie spécifique. Pour des raisons de disponibilité de
sources émettrices o, il a été impossible de réaliser ces expériences. Pour étre plus précis,
nous avons pu, au cours de ce travail de thése, analyser deux séries d’expériences réalisées in
vitro au sein du laboratoire U892 (les résultats sont détaillés dans le chapitre V) mais celles-ci
avaient été réalisées avant le début de la thése et le protocole n’avait pas été pensé pour
répondre & la question posée dans ce chapitre.

L’¢étude que nous présentons ici est donc théorique, a I’exception de l’analyse d’une
expérience provenant de la littérature. Il est donc difficile d’estimer si les résultats ou
différences que nous qualifions de significatifs sont réellement observables lors d’études
pratiques.

La premiére partie de cette étude a consisté a appliquer le critere de Kellerer aux situations
expérimentales auxquelles nous sommes confrontées lors d’expérience d’irradiations
cellulaires par des particules o. Le critére de Kellerer est basé sur la forme de la distribution
multi-coups d’énergie spécifique dans la cible considérée. Il permet de délimiter le domaine
d’intérét de la microdosimétrie, ¢’est-a-dire définir jusqu’a quelle taille de cible et quelle dose
absorbée la microdosimétrie est recommandée. Il dépend également de 1’énergie des
particules o considérées mais I’impact de ce paramétre, dans I’intervalle des énergies des
particules o utilisées en RIT, est peu significatif.

La distribution multi-coups d’énergie spécifique dans une cible tend vers une gaussienne
lorsque la dose absorbée augmente. C’est une conséquence du théoréme de la limite centrale
qui établit que la distribution résultant d’une convolution répétée n fois d’une premicre
distribution tend vers une gaussienne dont 1’écart type diminue lorsque n augmente. Lorsque
I’écart type de cette distribution sera réduit, on pourra alors considérer que chaque cellule
d’une population cellulaire recevra la méme dose : la dose moyenne.

Nous avons montré que cette dose absorbée pour laquelle I’emploi de la microdosimétrie n’a
plus d’intérét est de 15 Gy lorsque le noyau de la cellule, que 1’on considére ici comme cible,
a un rayon de 2 um. Pour un rayon de 9 um, la dose absorbée correspondante est relativement
faible : 2,8 Gy.

L’écart type de la distribution d’énergie spécifique dans le noyau d’une cellule a, de fagon
évidente un impact, sur la survie cellulaire. Toutefois, il n’aura pas le méme impact par
exemple sur des cellules trés radiorésistantes et sur des cellules radiosensibles. Dans la
seconde partie, nous avons donc cherché a quantifier cet impact en faisant varier différents
paramétres géométriques et cellulaires. Nous avons comparé les courbes de survie calculées a
partir de la dose moyenne absorbée et les courbes de survie calculées a partir des spectres
microdosimétriques. Nous avons également analysé I’impact de certaines non-uniformités a
I’intérieur d’une population cellulaire (taille, activité). De facon générale, nous avons
considéré qu’une différence de 5% pour la survie était peu significative, en raison de la
variabilité observée lors de mesures expérimentales.
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Pour des cellule isolées, I’emploi de la microdosimétrie est indispensable lorsque le rayon du
noyau cellulaire est inférieur a 6 um et que la radiosensibilité¢ microdosimétrique, zo, est
inférieure & 0,6 Gy. Pour une trés forte radiosensibilité, z;=0,1 Gy, la microdosimétrie est
recommandée quelle que soit la taille du noyau cellulaire. Si une part de I’irradiation provient
du surnageant et une autre part de I’activité fixée a la surface des cellules, ce qui est une
illustration de ce qui se passe souvent en RIT-a, I’emploi de la microdosimétrie n’est pas
nécessaire pour toutes les situations.

Pour les clusters de cellules dont le rayon est inférieur ou égal & 100 pm, il apparait
indispensable d’effectuer une dosimétrie multi-cellulaire, c’est-a-dire d’évaluer les dépots
d’énergie dans chacune des cellules constituant le sphéroide. La dose au sphéroide ne permet,
en effet, pas de décrire précisément la forme des courbes de survie. L’emploi de la
microdosimétrie est recommandé pour des cellules dont noyau a un rayon inférieur & 6 pum.
Pour ces deux géométries cellulaires (cellule isolée et cluster de cellules), le domaine
d’emploi de la microdosimétrie défini par I’intérét de cette méthode pour 1’étude de la survie
cellulaire aprés une irradiation semble plus restreint que le domaine défini par le critere de
Kellerer.

La seconde partie de ce chapitre a montré que les courbes de survie pouvaient étre modifiées
parfois de fagon importante par une distribution non-uniforme de certains parametres.

Pour des cellules isolée, la prise en compte d’une distribution de rayons cellulaires au sein
d’une population cellulaire rend la relation dose/survie non linéaire et diminue la toxicité
apparente d’une irradiation. Ce résultat est modulé par la part de ’irradiation provenant du
milieu. Si I’on considére que chaque cellule ne fixe pas la méme quantité d’activité mais que
ce parametre suit une distribution log-normale, la relation dose/survie devient a nouveau non
linéaire et I’impact sur la valeur de survie calculée peut étre tres élevé (jusqu’a 20% de
différence).

Pour des clusters de cellules, les deux paramétres cités ont moins d’influence sur les courbes
de survie. En revanche, on sait que la pénétration des anticorps a I’intérieur d’un sphéroide ne
sera pas homogene. Pour un méme nombre de désintégrations par cellule, on peut comparer
les cas ou I’ensemble des cellules sont marquées et ou seules les cellules situées en périphérie
du cluster sont marquées. Ces deux exemples conduiront a des différences de survie de plus
de 30%. La distribution hétérogéne de I’activité a I’intérieur d’un cluster de cellules doit donc
étre caractérisée et prise en compte dans le calcul dosimétrique afin de mieux comprendre les
effets de I’irradiation. La derniére étude réalisée a consisté a comparer les résultats fournis par
notre modele de calcul et les résultats d’expériences réalisés par Neti. Ces expériences
souhaitaient montrer I’impact sur la survie d’une distribution non-homogéne de I’activité a
I’intérieur d’un sphéroide. La forme des courbes de survie obtenues expérimentalement a été
retrouvée par notre calcul.
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L’équipe 13 de 1’U892 est une équipe relativement unique dans sa structure puisqu’elle
regroupe 1’ensemble des compétences nécessaires a la mise au point, I’étude, 1’optimisation et
I’application lors d’essais cliniques de nouveaux radioimmunoconjugués dans le cadre de la
RIT. Dans ce contexte, la RIT-o est trés étudiée en pré-clinique par le groupe de biologistes
dirigé par Michel Chérel et Francois Davodeau. Au cours de ma thése, deux groupes
d’expériences ont été analysés grice au modéle analytique développé. Ces modéles
biologiques originaux ont constitué une application idéale pour notre modele et en retour,
celui-ci a apporté quelques informations supplémentaires pour la compréhension des
mécanismes de contrdle tumoral par des anticorps radiomarqués. Le premier type
d’expériences a été mené par Michel Chérel et Stéphane Supiot et a porté sur I’irradiation in
vitro par des anticorps radiomarqués au **Bi de trois lignées cellulaires du Myélome Multiple
(LP1, RPMI, U266). Les autres expériences étudiées ont été réalisées par Frangois Davodeau
et Karine Bernardeau et ont consisté a cibler un complexe CMH/peptide a 1’aide d’anticorps
radiomarqués au **Bi sur deux lignées cellulaires (T2, Ada).

A la suite de ces expériences, plusieurs questions relatives & I’optimisation de la RIT-cr et &
ses limites sont apparues. Un modele mathématique relativement simple de 1’administration
de traitements de RIT-a, basé sur des travaux initiaux de Sgouros [1] a été mis au point afin
de caractériser ces limitations et de donner quelques voies d’optimisations possibles pour
cette modalité de traitement.

1.1 Cellules du myélome multiple :

1.1.1 Introduction

Le myélome multiple représente 10% des maladies sanguines malignes. Les formes de ces
cancers sont multiples et il existe actuellement trés peu de traitements appropriés [2]. La RIT
est une thérapie prometteuse dans ce contexte. Dans ce cancer, les cellules tumorales sont, en
effet isolées dans la moelle osseuse ou regroupées sous la forme de petits clusters. Le
parcours dans les tissus des particules émises sera donc un paramétre essentiel du succeés de la
RIT. Les particules o semblent particulierement adaptées en raison de leur court parcours et
de leur toxicité élevée qui va permettre d’éliminer des cellules tumorales isolées sans
nécessité de feu croisé. Ces expériences réalisées entre 2002 et 2004 avaient pour objectif
principal de comparer ’efficacité de la RIT-B et de la RIT-o. pour des modeles in vitro de
myélome multiple. L’efficacité relative biologique de ces deux types d’irradiation pour les
trois lignées cellulaires étudiées (LP1, RPMI 8226, U266) a ensuite été évaluée par rapport a
une irradiation externe au “Co.

L’analyse dosimétrique a rendu possible ces comparaisons. La dose est, en effet, un index qui
permet de prendre en compte les tailles différentes des cellules, les distributions particuliéres
des anticorps radiomarqués a I’**!l et au ***Bi & la surface des cellules et surtout les dépots
d’énergie tres différents des particules 3 et o dans les cellules.
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1.1.2 Matériel et Méthodes:

1.1.2.1 Lignées Cellulaires :

Le myélome multiple regroupe des entités cliniques et biologiques trés différentes qui
répondent de maniere hétérogene aux traitements habituels. Pour cette étude, trois modéles
cellulaires de myélome multiple humain aux caractéristiques différentes ont été retenus :

- LP1(Rcel =9,5 um £ 2,3 et Rnoy = 6,95 um % 1,6),

- RPMI 8226 (Rcel = 7,7 um + 1,75 et Rnoy = 5,75 pm + 1,05),

- U266 (Rcel = 8,2 um + 1,3 et Rnoy = 5,1 um £ 0,9).

Entre parenthéses, figurent les valeurs des rayons cellulaires mesurées lors du protocole
expérimental. Ces mesures ont été effectuées sur un large échantillon de cellules.
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Figure 64: Diamétre cellulaire des cellules en fonction de leur diametre nucléaire (Lignée LP1).

Deux caractéristiques ont été observées lors de 1’analyse de ces mesures :
- au sein d’une population cellulaire, le rapport nucléo cytoplasmique est
relativement constant (Figure 64),
- les rayons cellulaires sont distribués selon une gaussienne dont I’espérance et
I’écart type ont été précisés entre parenthéses.

Les cellules étudiées (U266, RPMI 8226, LP1) sont des cellules non-adhérentes, ce qui
signifie qu’elles n’ont pas besoin d’un support solide pour proliférer. Cette caractéristique est
importante pour 1’étude dosimétrique car les cellules non-adhérentes sont des cellules
relativement sphériques ce qui est idéal pour I'utilisation de notre modéle.
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1.1.2.2 Fixation de ’anticorps :

L’anticorps utilisé au cours de ces expériences est ’anticorps B-B4 (Diaclone Research,
Besancon, France), spécifique du syndécan 1 ou CD138, exprimé sur les cellules tumorales de
la totalité des patients atteins de myélome multiple mais également sur certaines cellules du
cancer du sein [3].

La fixation de cet anticorps sur les trois lignées cellulaires a été évaluée selon une méthode
Scatchard.

Sa constante de dissociation est la suivante :Kd = 1,5 nM + 0,3 et le nombre de sites est
proche de 300 000 pour les 3 lignées cellulaires (Figure 65 et Tableau 11).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 65: Courbes de Scatchard: LP1 (carré), RPMI 8226 (triangle) et U266 (rond).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (Uncompressed)
sont requis pour visionner cette image

Tableau 11: Nombre de sites de fixation de I'anticorps B-B4.
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L’évaluation du nombre de sites antigéniques présents a la surface des cellules n’est pas aisée
et il existe une variation intercellulaire de ce nombre de sites. Cette incertitude va entrainer
une incertitude sur le nombre d’anticorps fixés a la cellule et donc sur la dose délivrée.

Pour le calcul dosimétrique, on va supposer une fixation immédiate de I’anticorps a la cellule.
Cette hypothése est justifiée dans le cadre d’un protocole in vitro.

Le taux d’internalisation des anticorps a été évalué pour les trois lignées cellulaires et il ne
dépasse pas 5%.

1.1.2.3 Radiomarquage de I’anticorps :

1.1.231  Marquagea I'*! :

Les anticorps ont ét¢é marqués a I’iode 131 (Schering AG, Gif-sur-Yvette, France) par la
méthode de I’iodogéene [4].

Lactivité spécifique de I’anticorps pour ces expériences était fixe et égale a 400 MBq/mg
(10,8 mCi/mg) ce qui représente un anticorps marqué sur 15.

1.1.232  Marquage au ?°Bi :

Afin de fixer I’atome de bismuth 213 a I’anticorps B-B4, I’utilisation d’un agent chélatant est
nécessaire. Deux agents ont été utilisés, le Benzyl-DTPA et le CHX-a”’-DTPA, plus stable.
Le bismuth 213 est un isotope de la famille des actinides généré par la désintégration
nucléaire de I’actinium 225 dont la demi-vie est de I’ordre de 10 jours. L’actinium 225 est
fourni par I’Institut des TransUraniens (ITU, Karlsruhe, Allemagne) fixé a une résine
d’AGMP-50. Le générateur peut étre utilisé pendant environ deux semaines aprés réception
en fonction de son chargement. La colonne de bismuth 213 est éluée avec 2 mL d’une
solution contenant 0,1 M HCl et 0,1 M de Nal.

Lactivité spécifique de 1’anticorps pour ces expériences était fixe et égale a 148 MBq/mg (4
mCi/mg) ce qui représente un anticorps marqué sur 10 000.

1.1.2.4 Irradiations :

1.1.241  Irradiation externe au ®Co

Les expérimentations d’irradiation gamma ont été réalisées, pour les trois lignées cellulaires,
grace a une source de cobalt 60 (Centre René Gauducheau, Nantes-St-Herblain) ayant un
débit de dose de 1 Gy/min. Un puits de culture contenant 250000 cellules/ml a été placé sous
la source et irradié pendant des temps variables selon la dose que 1’on souhaitait délivrer.

1.1.2.42  Irradiation au **Bi et a I'’**'I

Les trois lignées cellulaires (250 000 cellules/ml) ont été irradiés pendant 24 heures aprés
I’ajout des anticorps radiomarqués au 2°Bi. La cellule U266 a également été incubée en
présence d’anticorps radiomarqués a 1’1 pendant la méme période de 24 heures. Des
observations au microscope ont montré que les cellules, pendant cette période d’irradiation, se
trouvaient en monocouche au fond du puits.
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1.1.2.5 Mesure de la survie :

La survie des cellules irradiées a été mesurée par une méthode de Dilution Limite (les détails
de cette méthode sont donnés en annexe).

1.1.2.6  Etude dosimétrique :

Le calcul de la dose délivrée aux cellules lors de I’irradiation au ®Co a été réalisé par I’équipe
de physique médicale du CLCC René Gauducheau a partir du temps d’irradiation.
Pour les expériences avec les anticorps radiomarqués au 2*Bi et a I'™*!1, la dosimétrie est plus
complexe. Il existe trois sources d’irradiation pour chaque cellule : une irradiation volumique
a partir des anticorps radiomarqués libres dans le surnageant, une irradiation surfacique a
partir des anticorps radiomarqués fixés a la surface de la cellule et le feu croisé provenant des
cellules voisines de la cellule cible. Pour chaque point expérimental correspondant & une
concentration d’anticorps ajoutés et une activité spécifique bien déterminées, le nombre de
désintégrations par unité de volume du milieu ainsi que le nombre d’anticorps radiomarqués
accrochés a la surface de chaque cellule ont été calculés.
Ce dernier parameétre est évalué a partir de ’activité spécifique et a partir du Kd de ’anticorps
et du nombre de sites antigéniques des cellules déterminé par la méthode Scatchard.
Pour la dosimétrie alpha, & partir de toutes ces données expérimentales, les spectres f1(z) et
f(z) correspondant aux distributions single-hit et multi-hit de I’énergie spécifique ont été
déterminées avec notre modéle analytique. Ce calcul a été effectué en prenant en compte les
distributions des rayons cellulaires mesurées. Du spectre f(z), on a pu déduire la dose
moyenne absorbée, le pourcentage de cellules épargnées, le nombre moyen de coups.
Pour la dosimétrie 3, une méthode de calcul Monte-Carlo a été utilisée. En raison du parcours
plus long des particules B3 dans I’eau, les volumes d’intérét considéré dans la dosimétrie b sont
plus grands et I’ensemble du puits de culture a dii étre modélisé pour les calculs pour 1"*3*1.
Dans le cadre de ces expériences, trois localisations de sources doivent étre considérées. Les
cellules sont en effet irradiées par les anticorps radiomarqués fixés a leur surface, les
anticorps fixés a la surface des cellules voisines de la cellule cible et les anticorps
radiomarqués libres dans le surnageant. Trois facteurs S doivent donc étre déterminés :

- Serr correspondant a 1’auto-irradiation de la cellule cible

- Scross correspondant a 1’irradiation croisée de la cellule cible par les autres

cellules de la monocouche,
- Swi correspondant a I’irradiation provenant des anticorps marqués a
libres dans le surnageant.

131
Y

La figure 66 représente schématiquement la géométrie implémentée dans le logiciel Monte-
Carlo MCNPX [5].
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Figure 66: Géométrie simplifiée du puits de culture implémentée dans le fichier d’entrée
MCNPX.

Le spectre béta de I*'I publiés dans le rapport 38 de I'ICRP [6] et les émissions gamma de ce
radionucléide ont été prises en compte dans le calcul dosimétrique.

La dose moyenne absorbée par le noyau de la cellule cible considérée a été calculée de la
maniere suivante :

*Y xS

vol

D = Ndex * S

werr T Nt * Noos ™ Sposs T N, (5-1)

cell cross despm—3
ol Nges représente le nombre de désintégrations a la surface de chaque cellule pendant le
temps de l’irradiation (ici 24 heures), Neey représente le nombre de cellules dans la
monocouche (200000 cellules dans cette expérience), Ngesum-3 €St le nombre de
désintégrations par unité de volume dans le surnageant et V est le volume du puits de culture
représenté en bleu dans la figure 66.

Le nombre de désintégrations par cellule, Nges, Sera calculé de la maniére suivante :

N, =L44%a * T *(1—e *®n/Tin) (5-2)

ol ag est I’activité initiale a la surface de la cellule, Ty, est la période du radionucléide et Ti;
est le temps pendant lequel dure 1’irradiation.

Pour le calcul du facteur Sgoss, 10 milliards de particules ont été simulées dans le code
MCNPX afin d’obtenir une statistique suffisante (incertitude inférieure a 5%). Cette
simulation a pris 9 jours en utilisant 10 ordinateurs. 20 milliards de particules ont été simulées
pour calculer le facteur Sy (18 jours de calcul avec 10 ordinateurs).

11261  Incertitudes
L’incertitude portant sur la dose provient de plusieurs sources d’incertitudes inhérentes a la
mesure :

- del’activité spécifique,

- de la concentration d’anticorps ajoutée,

- du nombre de sites antigéniques a la surface des cellules,
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- de I’affinité de I’anticorps B-B4.

Les incertitudes sur ’activité spécifique et sur la concentration d’anticorps ajoutée étaient a
priori négligeables devant les autres. L’affinité de 1’anticorps ainsi que le nombre de sites
antigéniques a la surface des trois lignées cellulaires ont été déterminés grace a un ajustement
des courbes Scatchard. Un écart-type de la valeur de ces parameétres peut donc étre déduit. En
calculant la propagation de I’incertitude, un écart-type du nombre de désintégrations ayant
lieu a la surface des cellules a pu étre déduit. Les calculs dosimétriques ont été réalisés pour la
valeur la plus faible et la valeur la plus forte de I’intervalle défini par I’écart type afin
d’encadrer la valeur de la dose.

A

[Mis en forme :

Francais

1.1.2.7 Calcul de I’EBR:

L’EBR (Efficacité¢ Biologique Relative) est un facteur utilisé pour comparer 1’efficacité
biologique de doses absorbées de différents types de rayonnements ionisants. Plus
spécifiquement, il s’agit du rapport, déterminé expérimentalement, de la dose absorbée du
rayonnement d’intérét sur la dose absorbée d’un rayonnement de référence qui conduit au
méme effet biologique dans un organisme ou dans un tissu. La détermination de I’EBR est
importante dans le domaine de la radioprotection et des applications médicales.

Au cours de cette étude, nous avons cherché a évaluer Iimpact de 1’utilisation de la
microdosimétrie dans le calcul de la valeur de ’EBR. Cet EBR a été évalué pour une survie
de 37%. Nous avons calculé I’EBR en utilisant 1a valeur du Do obtenue en fittant les courbes
de survie exprimées en fonction de la dose moyenne absorbée, mais également en utilisant la
valeur du zp qui, elle, tient compte de I’hétérogénéité des doses regues par les cellules lors de
I’irradiation .

1.1.3 Résultats:

1.1.3.1 Nombre de désintégrations a la surface de chaque cellule:

La premiére étape du calcul dosimétrique consiste a évaluer le nombre de désintégrations
ayant lieu a la surface des cellules et dans le surnageant pendant la période de I’irradiation. En
raison d’activités spécifiques trés différentes entre les anticorps radiomarqués a 1'**' et les
anticorps radiomarqués au “*Bi, le nombre de désintégrations d’**'I & la surface des cellules
va étre trés supérieur au nombre de désintégrations de 2*Bi. (Figure 67). Ici, le calcul a été
réalisé pour la cellule U266 qui dispose de 270 000 sites antigéniques & sa surface. Les
courbes de cette figure illustrent la saturation du nombre de sites antigéniques lorsque la
concentration d’activité administrée augmente. Pour 1311, le nombre de désintégrations a la
surface des cellules va varier entre 600 et 1400. Ce chiffre est trés éloigné du nombre total de
sites antigéniques présents a la surface des cellules U266. Cet écart est d0 évidemment &
Pactivité spécifique du radioimmunoconjugué (i.e. une partie des anticorps fixés a la cellule
n’est pas radiomarquée) mais également & la période de I’**'1. L’irradiation ne dure que 24
heures. Cette durée doit étre mise en rapport avec la période de 1"**!1 : environ 8 jours. Une
partie des anticorps radiomarqués fixés a la surface des cellules n’aura pas le temps d’émettre
une particule pendant la période de I’irradiation. Pour le ***Bi, ce nombre va varier entre 17 et
26. Ce faible nombre de désintégrations provient de la faible activité spécifique de I’anticorps
radiomarqués au >**Bi. Seul un anticorps sur 10000 est marqué.
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Figure 67: Nombre de désintégrations par cellule en fonction de la concentration d'activité
administrée.

La concentration de désintégrations dans le surnageant augmente de fagon linéaire avec la
concentration d’activité ajoutée (Figure 68). On retrouve les différences liées a 1’activité
spécifique entre I'**'1 et le #*Bi.

7,00E-02

6,00E-02

5,00E-02

4,00E-02

iode 131
—=—bismuth 213

3,00E-02

2,00E-02

1,00E-02

0,00E+00 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentration d'activité administrée (en MBg/L)

Figure 68: Nombre de désintégrations par unité de volume dans le surnageant en fonction de la
concentration d'activité administrée.
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1.1.3.2  Calculs des facteurs S pour I’'*'1:

Les facteurs S(N<-CS) calculés pour la cellule U266 (Rcel = 8 um, Rnoy = 5 um) par les
codes Monte-Carlo MCNPX et Geant4 et disponibles dans les tables du MIRD cellulaire [7]
sont décrits dans la tableau 12. Les deux codes donnent des résultats similaires. En revanche,
on observe une différence de 15% et 20% entre le facteur S donné par les tables du MIRD et
les facteurs S calculés par MCNPX et Geant4 respectivement.

MIRD MCNPX Geant4
S (N<-CS) 1,010* | 1,15*10™ 1,20%10™
(Gy/Bq.s) (+15%) (+20%)

Tableau 12: Facteurs S lorsque les sources sont réparties de facon homogeéne a la surface de la
cellule calculés pour I'**!1 et la cellule U266 par MCNPX et Geant4. La valeur du MIRD est tirée
des tables disponibles [7].

Ces différences peuvent étre expliquées par les méthodes de calcul différentes employés ainsi
que les spectres béta de I’**'1 utilisés. En outre, la production d’électrons secondaires n’est pas
prise en compte dans la calcul du MIRD.

Pour la cellule U266, les facteurs Seross €t Svor calculés par MCNPX pour 1**!1 sont donnés
dans le tableau 13 et comparés a la valeur du facteur S calculé.

Sself Scross SVol
(Gy/Bq.s) (Gy/Bg.s) (Gy/Bq.s)
1,15*10* | 5,69%10™"° | 1,72*10™

Tableau 13: Facteurs Sseif, Scross €t Svol calculés pour la cellule U266 et 1'**1.

Les valeurs des facteurs Scross, Svor SONt trés faibles comparées a la valeur du facteur Seyr. La
dose moyenne absorbée par le noyau de la cellule sera obtenue en multipliant ces facteurs S
par le nombre de désintégrations pour chaque localisation. Le nombre de désintégrations dans
le surnageant et a la surface des 200000 cellules étant trés important, la dose délivrée par les
anticorps radiomarqués qui se trouvent dans ces deux localisations ne sera donc pas
négligeable par rapport & la dose auto-absorbée par la cellule cible.

1.1.3.3 Comparaison Irradiation /Irradiation a:

La figure 69 montre la dose moyenne absorbée par le noyau des cellules en fonction de la
concentration d’activit¢ administrée lors des irradiations par les anticorps radiomarqués a
1’222 et au 2Bi.

Ces courbes comportent deux parties. Pour des activités ajoutées faibles, la dose moyenne
absorbée augmente trés rapidement, de fagon non linéaire en fonction de la concentration
d’activité ajoutée. Cette phase correspond a la fixation d’anticorps radiomarqués a la surface
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des cellules. Lorsque les sites antigéniques a la surface des cellules sont saturés, la dose
moyenne augmente de facon linéaire avec la concentration d’activité ajoutée. Le surplus de
dose ne provient en effet que des anticorps radiomarqués libres en solution.
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Figure 69: Dose moyenne absorbée par le noyau de la cellule U266 en fonction de la
concentration d'activité administrée.

On observe donc ici qu’il n’existe pas de relation linéaire entre la dose moyenne absorbée et
la concentration d’activité ajoutée. La dosimétrie est donc indispensable a toute étude pré-
clinique rigoureuse. Ce constat est particulierement vrai pour les irradiations o. Les activités
ajoutées sont en effet faibles dans ce genre d’étude en raison de la grande cytotoxicité des
particules o et I’on se situera donc dans la zone non-linéaire décrite précédemment.

La dose moyenne absorbée délivrée au noyau des cellules par unité d’activité administrée est
4 (pour 200 MBg/L) a 12 fois (pour 25 MBg/L) plus élevée quand les cellules sont irradiées
par le ?*Bi par rapport a I’*3!1.

Il faut a nouveau garder a I’esprit que les activités spécifiques sont différentes entre les
anticorps radiomarqués au ***Bi et les anticorps marqués a I’**!1,

L’origine de la dose absorbée est également dépendante du radionucléide (Figure 70). Pour le
213Bj de 4% (pour 25 MBq/L) & 18% (pour 200 MBq/L) de la dose totale est délivrée & partir
des anticorps radiomarqués libres dans le surnageant. Pour 1'**!1, ces valeurs sont comprises
entre 19% (pour 25 MBq/L) et 46% (pour 200 MBg/L). Cette irradiation non-spécifique est
particuliérement importante pour 1’**!I en raison du long parcours des particules 8 dans I’eau.
Ces résultats dépendent de la géométrie de I’irradiation (ici une monocouche de cellules dans
un puits de culture cylindrique).
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Figure 70: Origine de la dose moyenne absorbée par les noyaux des cellules et délivrée par les
anticorps radiomarqués a I''*!l et au “*Bi pour deux concentrations d’activité ajoutée (25 et 200
MBqg/L).

Le second résultat notable est la fraction importante de la dose totale qui provient du feu
croisé pour I’irradiation . Le facteur Sr est plus élevé que le facteur Scross, Mais en raison du
pic de Bragg cette différence n’est pas si importante et comme en outre plus de
désintégrations ont lieu sur les cellules voisines de la cellule cible que sur le cellule cible elle-
méme, le feu croisé est prédominant.
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Enfin, on peut observer que lorsque la concentration d’activité augmente, le pourcentage de la
dose totale provenant du surnageant augmente. Comme expliqué précédemment, cette
tendance provient de la saturation des sites antigéniques.

La seconde étape de ce travail a consisté a relier ces valeurs de concentration d’activité et de
dose calculées aux survies cellulaires mesurées pour chaque concentration d’activité.

Les résultats obtenus (Figure 71) par les biologistes de 1’équipe a la suite des irradiations de la
cellule U266 par des anticorps B-B4 radiomarqués au **°Bi et a 1’**!I montrent que pour le
238 et I'**Y, les courbes de survie peuvent étre ajustées par une exponentielle. Comme
attendu, la pente de la courbe de survie suite a I’irradiation par des particules o est beaucoup
plus importante que la pente de la courbe de survie suite a I’irradiation 8.

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 71: Survie clonogénique en fonction de I’activité volumique ajoutée aprés exposition a des
anticorps B-B4 radiomarqués avec différents radionucléides: #°Bi (carrés), **'I (ronds) (d’apres

3D
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Figure 72:Survie clonogénique en fonction de la dose moyenne absorbée par les noyaux des
cellules aprés exposition & des anticorps B-B4 radiomarqués avec différents radionucléides: *°Bi

(rouge), 1 (vert).

Les courbes de survie en fonction de la dose moyenne absorbée sont également des
exponentielles sans épaulement pour I’irradiation B et I’irradiation o (Figure 72). Le *Bi est

beaucoup plus cytotoxique (Dg=0,38 = 0,04 Gy) que I'**'1 (Do=1,2 + 0,4 Gy).

Les incertitudes sur le calcul de la dose délivrée par les particules sont importantes. Elles
proviennent de I’incertitude sur le nombre de sites antigéniques et sur I’affinité de 1’anticorps.

1.1.3.4 Différences de radiosensibilité entre les trois lignées :

Puisque nous disposions de trois lignées cellulaires différentes provenant toutes du cancer du
myélome multiple, il convenait de comparer leur radiosensibilité respective a I’irradiation c.
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QuickTime™ etun
décompresseur TIFF (Uncompre ssed)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 73:Survie clonogénique de 3 lignées de myélome multiple (LP1 : carré ; RPMI 8226 :
triangle ; U266 : rond) aprés une irradiation non spécifique (formes vides) et spécifique par le
2138i-B-B4 (formes pleines) (d’aprés [8]).

Lorsque la survie cellulaire est exprimée en fonction de 1’activité volumique, les trois lignées
cellulaires semblent posséder des radiosensibilités identiques vis-a-vis de I’irradiation o
(carrés, triangles et ronds noirs dans la figure 73). Cette hypothese est infirmée lorsque 1’on
représente la survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée.
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Figure 74: Survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée au noyau pour les trois
lignées cellulaires (LP1, RPMI 8226, U266) lors de l’irradiation o.
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La figure 74 montre que la lignée cellulaire LP1 est plus radiosensible que les deux autres
lignées a I’irradiation «. Les incertitudes importantes portant sur la dose moyenne absorbée
ne permettent pas de conclure sur la différence de radiosensibilité entre les cellules RPMI
8226 et U266.
La comparaison des figures 73 et 74 démontre I’intérét d’une étude dosimétrique. La
représentation de la survie cellulaire en fonction de I’activité ajoutée n’apporte que peu
d’informations. L’effet d’une activité ajoutée sur la survie cellulaire va étre modulé en effet
par:

- la part de I’activité qui est fixée a la surface des cellules,

- les tailles relatives des cellules et de leur noyau.
La dose est un index qui tient compte de ces parameétres. Elle rend mieux compte des effets de
I’irradiation.

1.1.3.5 Calcul de ’EBR:

Des irradiations externes au ®°Co ont été réalisées sur les trois lignées cellulaires qui semblent
montrer une méme sensibilité de ces trois lignées au rayonnement gamma (Figure 75).
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Figure 75: Survie cellulaire en fonction de la dose moyenne absorbée au noyau pour les trois
lignées cellulaires (LP1, RPMI 8226, U266) lors de P’irradiation 7.

Disposant de ces données, nous pouvons calculer ’EBR des trois lignées selon les deux
méthodes décrites plus haut :

- en utilisant la valeur de Dy,

- en utilisant la valeur de zo.
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Avant de décrire les résultats obtenus, nous avons cherché a analyser la distribution de doses
recues par les cellules pour des doses moyennes absorbées qui conduisent a une survie de
37% (Figure 76).
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Figure 76: Distributions multi-coups d’énergie spécifique dans le noyau des cellules LP1. La
dose moyenne absorbée est égale a 0,146 Gy et est représentée par le trait rouge. Pour cette dose,
la survie cellulaire mesurée vaut environ 40%.

Le spectre f(z) de 1’énergie spécifique regue par le noyau des cellules LP1 irradiée par les
anticorps radiomarqués au ***Bi et pour une dose moyenne absorbée de 0,146 Gy montre une
grande hétérogénéité. Cette hétérogénéité est plus visible dans le tableau 14 qui reprend les
informations de la figure 76.

Pourcentage de cellules recevant
Dose regue par les cellules
cette dose
0 Gy 16,71 %
Entre0 et 0,1 Gy 33,69 %
Entre 0,1 Gy et 0,18 Gy 23,65 %
Plus de 0,18 Gy 42,66 %

Tableau 14: Pourcentage de cellules U266 recevant des doses comprises entre 0 et 0,18 Gy
lorsque la dose moyenne absorbée vaut 0,146 Gy. Données obtenues a partir de la figure 76.

On ne pourra donc pas considérer que les cellules recoivent une valeur proche de la dose
moyenne absorbée puisque par exemple plus de 16% des cellules ne regoivent aucune dose.
Les cellules irradiées par le ®°Co ont, elles, vraiment toutes recu la dose moyenne absorbée
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calculée en raison de I’homogénéité du faisceau d’irradiation. L’utilisation du parameétre de la
radiosensibilité microdosimétrique, zo, semble donc appropriée.

Cette méthode de calcul va profondément modifier la valeur de ’EBR comme nous pouvons
le voir dans le tableau 15:

EBR « macrodosimétrique » EBR « microdosimétrique »
(intervalle de confiance a 95%) (intervalle de confiance a 95%)
LP1 8,010 136+15
U266 40+£15 5417
RPMI 8226 2,8+0,7 36+11

Tableau 15: Valeurs des EBR « macrodosimétriques » (calculés & partir des valeurs de D) et les
EBR « microdosimétriques » (calculés a partir des valeurs de z,) pour les trois lignées cellulaires
du myélome multiple.

Comme attendu, I’utilisation de zo dans le calcul fait augmenter la valeur de ’EBR par
rapport a I’utilisation de Do. Cette augmentation atteint 70% pour les cellules LP1.

L’EBR des particules B a également été évalué a la suite de I’irradiation des cellules U266 par
des anticorps radiomarqués a P34, 11 vaut 0,9+0,5.

1.2 Discussion et Conclusion:

Cette ¢tude expérimentale démontre de fagon claire I’intérét de la dosimétrie dans le cadre des
expériences d’irradiations cellulaires réalisées in vitro. Analyser les courbes de survie
cellulaire en fonction de I’activité n’apporte que peu d’informations et peut méme conduire a
de fausses conclusions si I’on ne prend pas en compte les limitations importantes de ce type
d’étude. L’analyse dosimétrique, par I’intermédiaire de I’index de la dose, est indispensable :

- pour comparer la radiosensibilité de plusieurs lignées,

- pour comparer les effets de diverses modalités de traitement (RIT-o, RIT-8,

irradiation y externe) et donc pour calculer ’EBR.

La dosimétrie permet, en effet, de prendre en compte la fixation différente des anticorps
radiomarqués par les différentes cellulaire, les probabilités différentes pour chaque cellule ou
chaque noyau de cellule d’étre traversée par une particule ionisante (cette caractéristique va
dépendre des tailles des cellules), le nombre de désintégrations ayant lieu dans
I’environnement qui va dépendre de la demi-vie du radioélément et de la durée de I’irradiation
et enfin les caractéristiques variables des dépots d’énergie a I’intérieur de la cellule pour
différents types de particules.
L’analyse dosimétrique a montré que trois lignées cellulaires issues du méme type de cancer,
le myélome multiple, pouvaient avoir une radiosensibilité différente a I’irradiation o. Ce
résultat est d’autant plus surprenant que les cellules avaient la méme radiosensibilité a
I’irradiation .
Le calcul de I’EBR des irradiations o et 3 par rapport a une irradiation externe y a montré que
les particules o, étaient beaucoup plus cytotoxiques que les particules 8. L’EBR de ces
derniéres est en évalué a 0,9. L’EBR des particules o, calculé a partir du Do
macrodosimétrique, est compris entre 2,8 et 8 suivant les lignées cellulaires. Toutefois, il nous
parait plus juste de calculer I’EBR a partir du paramétre microdosimétrique, zo. Dans ce cas,
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les valeurs de I’EBR des particules oo sont comprises entre 3,6 et 13,6. Le calcul de ’EBR des
particules o & partir de Do nous donne un résultat sous-estimé.

De trés nombreuses valeurs d’EBR pour les particules oo ont été publiées au cours des
derniéres années [9-22]. Nous avons donc comparé les valeurs que nous avons obtenues avec
ces valeurs publiées (Figure 77).
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Figure 77: Comparaison de valeurs d'EBR provenant de la littérature et d'EBR calculées lors de
cette étude.

On voit que la trés grande majorité des valeurs de I’EBR de la littérature est comprise entre 1
et 7. Seuls 4 points de la littérature refletent des EBR plus élevés. Ces valeurs sont issues de la
méme étude d’irradiation de cellules par de I’***At. Il semble que le rayonnement de référence
choisi avait un débit de dose trés faible [9], ce qui expliquerait ces EBRs supérieurs a 15. Les
valeurs que nous avons déterminées par le calcul macrodosimétrique sont proches des valeurs
de la littérature. La valeur calculée pour la cellule LP1 par le calcul microdosimétrique est en
revanche supérieure aux valeurs habituellement déterminées.
La disparité de ces valeurs souligne les difficultés inhérentes aux études expérimentales mais
aussi le fait que la valeur de I’EBR dépend de nombreux paramétres :

- lalignée cellulaire étudiée

- le rayonnement de référence choisi et son particuliérement son débit de dose,

- le TEL moyen des dép6ts d’énergie par les particules «

- le paramétre biologique mesuré (survie cellulaire, taux d’apoptose, taux de mutations)

- la méthode de culture cellulaire et la méthode utilisée pour mesurer le parametre

biologique considéré

- la phase de croissance des cellules pendant 1’irradiation

Cette liste n’est certainement pas exhaustive.

L’étude des expériences d’irradiations in vitro a également souligné la limite de 1’analyse
dosimétrique. La grande incertitude portant sur le nombre d’anticorps fixés a la surface des
cellules entraine une incertitude importante sur la valeur de dose calculée. Cette limitation ne
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nous a pas permis de conclure quant aux radiosensibilités respectives des cellules des lignées
U266 et RPMI 8226.

Une autre question se pose par rapport au calcul dosimétrique et a la relation dose/effet. Nous
avons comparé les radiosensibilités respectives des lignées cellulaires a partir de la dose qui
permet la diminution de la survie a 37%. En paralléle, nous avons représenté la survie en
fonction du nombre moyen de coups regus par chaque cellule (Figure 78).
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Figure 78: Survie cellulaire en fonction du nombre moyen de coups recus par le noyau des
cellules pour les trois lignées cellulaires (LP1, RPMI 8226, U266) lors de I’irradiation <.

En utilisant le paramétre du nombre moyen de coups regus par chaque cellule, les cellules ont
alors des radiosensibilités trés proches. Ce n’était pas le cas lorsque I’on exprimait la courbe
de survie en fonction de la dose moyenne absorbée. Cette observation pose la question du
paramétre dosimétrique le plus pertinent auquel on peut relier la survie. Dans la littérature,
quatre modéles de survie basés sur des parameétres différents sont évoqués. Les quatre
parameétres sont les suivants :

- D’énergie spécifique, z [23, 24, 25]

- I’énergie déposée, e [26]

- lalongueur de corde dans la cible, | [27]

- le nombre de coups recus par la cible, n [28, 29].
Il est trés difficile de vérifier expérimentalement quel est le modéle le plus pertinent. La
majorité des études permet la mesure d’une survie moyennée pour un grand nombre de
cellules. Il est alors impossible d’étudier la corrélation statistique entre un des parmetres
décrits ci-dessus et la survie réelle de la cellule. Pour s’affranchir de cette incertitude
statistique, il convient de mesurer la survie individuelle de chaque cellule ainsi que les
caractéristiques précises de son irradiation. Deux développements techniques récents peuvent
permettre de telles études :

- les micro faisceaux capables de délivrer des particules . une par une [28, 29],

- la superposition précise d’une image des cellules irradiées et d’un film sensible au

passage de particules chargées (track-etch images) [30, 31].
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Le groupe de Stinchcomb et Roeske a présenté le dispositif technique ainsi que le cadre
théorique rigoureux permettant ces études [32, 33] mais leurs conclusions n’ont, en revanche,
jamais été publiées.

Ces études marquent la limite de la microdosimétrie dans sa capacité a modéliser la survie
cellulaire. L’analyse de traces, a travers la modélisation des processus physico-chimiques,
devrait permettre de mieux expliquer tous les phénomenes qui entrainent la mort cellulaire a
la suite d’une irradiation.

2 Complexes CMH/peptides

Le modele cellulaire mis en place par Frangois Davodeau et Karine Bernardeau est un modéle
original et unique en son genre, qui offre des possibilités nouvelles pour des études
dosimétriques. Il permet, en effet, de réaliser des irradiations sur des lignées cellulaires (T2,
Ada dans cet exemple) dont on peut moduler le nombre de sites de ciblage au fil des
expériences grace au complexe CMH/peptide. Le principe est le suivant. On charge, dans un
premier temps, les cellules avec différentes concentrations de peptides. Cela entraine la
présentation par les cellules d’un nombre variable de sites antigéniques a leur surface que 1’on
peut, ensuite, cibler « classiquement » a I’aide d’anticorps radiomarqués au ***Bi. Dans nos
expériences, nous sommes donc capables grace a I’emploi du complexe CMH/peptide de faire
varier la spécificité du traitement tout en administrant la méme activité ajoutée. Nous aurons
donc entre deux expériences le méme nombre de désintégrations dans les puits de culture,
mais le pourcentage d’émissions qui ont lieu a la surface des cellules pourra varier.

Ce modele offre donc deux perspectives immédiates que nous avons explorées au cours de
I’analyse des premiéres expériences :

- une comparaison de la survie cellulaire lors d’irradiations spécifiques (cellules
chargées en peptides et ciblées par un anticorps radiomarqué) et non
spécifiques (cellules non chargées en peptide et ajout d’un anticorps
radiomarqué dans la solution baignant les cellules),

- une évaluation possible de I’action thérapeutique d’anticorps radiomarqués
ciblant une densité antigénique faible (environ 25 000 sites) a la surface de
cellules

Enfin, les calculs microdosimétriques ont montré une radiosensibilité tres forte des cellules
Ada qui a posé la question de la cible cellulaire des rayonnements ionisants.

2.1 Matériel et Méthodes :

2.1.1 Lignées cellulaires :

Pour cette étude, deux lignées cellulaires de lymphocytes ont été choisies:
- Ada (Rcel =5,6 pm = 0,64 et Rnoy = 3,4 £ 1,05 pum),
- T2 (Rcel =7,2+0,9 um et Rnoy = 5,1 £ 1,19 pm).

176



Chapitre V : Applications biologiques

Les mesures des rayons cellulaires et nucléaires qui figurent entre parenthéses ont été
réalisées sur 200 cellules de chaque lignée.
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Figure 79: Distribution des rayons cellulaires mesurés au sein d’un échantillon de 200 cellules
T2.

La figure 79 montre que les rayons cellulaires sont distribués de fagcon gaussienne pour la
cellule T2. On a observé également que le rapport nucléo cytoplasmique était constant et égal
a0,72.

Les mémes observations ont été faites pour la cellule Ada. Le rapport nucléo cytoplasmique
est dans ce cas égal a 0,6.

Les cellules étudiées (T2, Ada) sont des cellules non-adhérentes et ont une forme relativement
sphérique.

2.1.2 Anticorps :

L’originalité du mode¢le biologique mis en place réside dans le choix de cibler des complexes
CMH/peptides présents a la surface des cellules [34]. Ces complexes résultent de 1’association
d’une molécule HLA et d’un peptide. Les peptides présentés par les molécules de CMH sont
issus, classiquement, de la dégradation de protéines intracellulaires par le protéasome. Les
peptides générés sont ensuite transportés dans le réticulum endoplasmique ou ils sont chargés
sur les molécules de CMH. Les complexes ainsi formés sont finalement transportés vers la
surface cellulaire pour étre présentés aux cellules du systéme immunitaire (Figure 80).
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Figure 80: Voie de présentation des antigénes associés aux molécules de CMH 1. Les protéines

sont dégradées par le protéasome. Les peptides ainsi formés sont transportés, via le systeme

TAP, dans le réticulum endoplasmique ou ils sont chargés sur les molécules de CMH I

néosynthétisées. Les complexes ainsi formés sont ensuite transportés a la surface de la cellule

pour étre reconnu par le TCR des clones LT (D’aprés [35]).

Ces complexes CMH/peptides sont ensuite reconnus par des anticorps spécifiques. Deux
anticorps spécifiques du complexe CMH/peptide utilisé ont été produits et ont été utilisés
pour cibler les cellules T2 et Ada.

Dans ce protocole, les deux lignées utilisées (T2 et Ada) ont été choisies car elles présentent
naturellement trés peu de complexes CMH/peptide endogénes. On peut, en revanche, les
charger de maniére exogéne avec un peptide d’intérét. Ce chargement est réalisé en faisant
incuber ces cellules en présence du peptide d’intérét. Selon la concentration de peptides
ajoutée, le nombre de complexes CMH/peptide présents a la surface des cellules sera variable.
Cette caractéristique va nous permettre de moduler le nombre de sites antigéniques présents a
la surface des cellules et par conséquent de faire varier la spécificité de I’irradiation dans le
cadre d’un protocole de RIT-o.. A notre connaissance, ceci constitue un modele biologique
unique, particuliérement intéressant dans le cadre d’une analyse dosimétrique.

2.1.3 Binding de ’anticorps:

Dans un premier temps, la relation entre la densité de complexes CMH/peptides présents a la
surface des cellules et la concentration de peptides a été évaluée.

Les caractéristiques de binding des anticorps 8A11 et 7D4 aux complexes CMH/peptides ont
ensuite été déterminées par une analyse de type Scatchard [34].

2.1.4 Internalisation:

Une mesure de I’internalisation des anticorps 7D4 et 8A11 en fonction du temps d’incubation
a été effectuée pour les deux lignées cellulaires (Ada et T2). Le nombre d’anticorps
internalisés ne dépasse pas 10% du nombre total d’anticorps fixés par les cellules.
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2.1.5 Radiomarquage des anticorps 7D4 et 8A11 :
Un agent chélatant bifonctionnel de type trans-cyclohexyldiethylene triamine penta-acetic

acid (CHX-a’>-DTPA) fourni par la société Macrocyclics (Dallas, USA) a été utilisé pour
marquer les anticorps au ***Bi.

2.1.6 Contréle de la configuration cellulaire dans le puits de culture :

Le controle de la géométrie cellulaire dans le puits de culture est essentiel pour le calcul
dosimétrique. Celle-ci a été observée par microscopie (magnification 40) dans des conditions
similaires a celle de I’expérience. 250 000 cellules ont été placées dans un puits de culture
puis resuspendues au moment de 1’ajout d’une certaine concentration d’anticorps 7D4 et
8A11. La disposition des cellules dans le puits de culture a alors été suivie pendant les deux
heures suivantes. Des photos du puits de culture ont été prises réguliérement (toutes les 2
minutes pendant les 20 premiéres minutes, toutes les 20 minutes ensuite) afin d’observer le
temps de sédimentation des cellules et la disposition des cellules ensuite au fond du puits.
Cette expérience a été réalisée pour les deux lignées cellulaires T2 et Ada.

L’observation au microscope a montré que les cellules sédimentaient rapidement. Au fond du
puits de culture, on observe aprés 10 minutes, une monocouche compacte de cellules. Aucune
différence n’a été observée entre les cellules T2 et les cellules Ada.

Le calcul analytique considérera donc deux étapes dans I’irradiation :

- pendant les 10 premiéres minutes : les cellules sont isolées et irradiées par les
particules o provenant des désintégrations ayant lieu dans le milieu les entourant ainsi
que par les particules o émises & leur surface en raison des anticorps radiomarqués
fixés a la membrane. Aucun feu croisé n’est considéré au cours de cette étape.

- Pendant le reste de I’expérience, les cellules sont en monocouche compacte. Elles sont
donc irradiées par le milieu, par les particules o émises a leur surface et a la surface
des cellules voisines.

2.1.7 Mesure de la cytotoxicité de I’irradiation :

Deux types de protocoles d’irradiation ont été réalisés au cours des expériences. Les cellules
T2 et Ada ont été irradiées, dans un premier temps, de maniére non spécifique. Aucun peptide
n’a alors été ajouté dans le milieu. Dans ce cas, il n’y avait pas de fixation spécifique des
anticorps 7D4 et 8A11 aux cellules en raison de 1’absence de complexes CMH/peptide a la
surface des cellules. Les cellules ont été irradiées avec des concentrations variables
d’anticorps 7D4 et 8A11 (1,2*10™"" M 4 5,45%10° M). En réalité, une trés légére fixation non
spécifique a été mesurée. Pour le deuxiéme groupe d’expériences, une concentration variable
de peptides (6,4*10"° M a 1*¥10™ M) a été ajoutée 4 la solution contenant les cellules Dans ce
cas, des complexes CMH/peptides étaient présents a la surface des cellules et les anticorps
7D4 et 8A11 (1,2*10™"" M 4 5,45*10™ M) se sont alors liés spécifiquement aux cellules T2 et
Ada. Dans ces conditions, une part significative de la dose provenait, tout de méme, toujours
des anticorps radiomarqués libres en solution.

24 heures apres ’irradiation, la capacité de prolifération des cellules a ét¢ mesurée par un test
d’incorporation de “Mthymidine [36].
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2.1.8 Calcul du nombre d’anticorps radiomarqués fixés a la surface des
cellules

Le nombre d’anticorps fixés a la surface des cellules a chaque expérience a été calculé grace a
I’¢tude de binding réalisée, sur les cellules T2 et Ada et pour les anticorps 7D4 et 8A11, avant
les expériences d’irradiation.

Un calcul simple a partir de 1’activité spécifique mesurée nous a permis ensuite de calculer la
part d’anticorps radiomarqués et d’en déduire le nombre d’atomes de *"’Bi fixés a la surface
des cellules.

2.1.9 Etude dosimétrique :

Pour chaque point expérimental correspondant a une concentration de peptides, une
concentration d’anticorps ajoutés et une activité spécifique bien déterminées, le nombre de
désintégrations par unité de volume du milieu ainsi que le nombre d’anticorps radiomarqués
accrochés 4 la surface de chaque cellule ont été calculés. A partir de ces valeurs, les spectres
fi(z) et f(z) correspondant aux distributions single-hit et multi-hit de 1’énergie spécifique ont
été déterminées. Ce calcul a été effectué¢ en prenant en compte les distributions des rayons
cellulaires mesurées. Du spectre f(z), on a pu déduire la dose moyenne absorbée, le
pourcentage de cellules épargnées, le nombre moyen de coups.

2.1.9.1 Incertitudes

L’incertitude portant sur la dose provient de plusieurs sources d’incertitudes inhérentes a la
mesure :

- de lactivité spécifique,

- de la concentration d’anticorps ajoutée,

- de ’affinité du peptide,

- dunombre de complexes formés a la surface des cellules,

- de l’affinité des anticorps 7-D4 et 8A11.
Nous n’avons pas tenu compte des deux premiéres sources d’incertitudes négligeables a
priori devant les autres. L’affinité des peptides, le nombre de complexes a la surface des
cellules et I’affinité des anticorps ont été déterminés grice a un ajustement des courbes de
Scatchard et les intervalles de confiance a 95% de ces parameétres ont été¢ déterminés. En
calculant la propagation de I’incertitude, I’intervalle de confiance a 95% du nombre d’atomes
fixés a la surface des cellules a été déduit. Enfin, les calculs dosimétriques ont été réalisés et
les intervalles de confiance a 95% de la dose moyenne absorbée et du nombre moyen de
coups ont été déterminés.

2.1.9.2 Détermination de la radiosensibilité des cellules T2 et Ada :
A partir de la mesure de la prolifération cellulaire aprés 1’irradiation des cellules par les

particules o, les radiosensibilités des cellules T2 et Ada ont été calculées. Les parametres Do
et zg déja présentés auparavant dans ce travail ont été calculés.
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2.2 Reésultats :

2.2.1 Impact de la spécificité de I’irradiation :

La méthode de la RIT repose sur le ciblage spécifique des cellules tumorales a 1’aide
d’anticorps reconnaissant les antigénes ou récepteurs présents a la surface de ces cellules. Ce
ciblage précis doit permettre d’augmenter le ratio des doses tumeur/tissus sains. Le protocole
expérimental utilisé ici sur une monocouche de cellules nous permet de mesurer directement
la différence de toxicité produite entre une irradiation non-spécifique et une irradiation
spécifique des mémes cellules.

La figure 81 montre la capacité de prolifération des cellules T2 (que ’on peut assimiler a la
survie cellulaire) aprés une irradiation a I’aide d’anticorps 7D4 radiomarqués au 2°Bi, pour
différentes concentrations de peptides chargés au préalable. Pour une méme concentration
d’anticorps ajoutés, la cytotoxicité de 1’irradiation va augmenter avec le nombre de sites
antigéniques disponibles sur les cellules tumorales.

120 4
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60 -

—&o—10 uM soit 25 000 sites par cellule
40 -

—8—1 pM soit 7 000 sites par cellule
—+—0.1 uM soit 800 sites par cellule 20 4

~#—(0 pM soit 0 site par cellule

o
r T T T ©
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Figure 81: Survie des cellules T2 en fonction de la concentration d'anticorps ajoutés. Chaque
courbe représente une concentration de peptides ajoutés différente et le nombre de sites par
cellule correspondant.

La conséquence intéressante de cette observation est qu’une plus grande spécificité du
traitement peut permettre, pour un résultat identique en matiére d’efficacité, 1’administration
d’activités ajoutées beaucoup plus faibles, ce qui réduira d’autant la toxicité du traitement.

Intuitivement, il est aisé de deviner que pour un méme nombre de désintégrations dans un
volume entourant une cellule, la dose recue par le noyau de celle-ci sera plus importante si
une fraction importante du nombre total de désintégrations a lieu a sa surface. Au-dela de la
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simple dose macrodosimétrique, les spectres microdosimétriques seront également trés
différents suivant la spécificité de 1’irradiation.

Nous avons considéré I’irradiation de la cellule T2 pour une concentration d’anticorps
radiomarqués de 2,5%10° M (activité spécifique : 222 MBq/mg) avec des concentrations de
peptides variables (de 0 a 10 uM). Nous avons alors déterminé pour chaque concentration de
peptides les spectres microdosimétriques correspondants (Figure 82).

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (LZW)
quis p nner cette ima

Figure 82: Distribution multi-coups d’énergie spécifique dans le noyau des cellules T2 pour un
concentration d’anticorps ajoutés de 2,5%10° M. Chaque courbe représente une concentration
différente de peptides ajoutés.

La figure 82 montre les spectres f(z) lorsque 1’on varie la concentration de peptides ajoutés, et
donc le nombre de sites antigéniques.

L’augmentation de la spécificité de I’irradiation va entrainer un nombre moyen de coups au
noyau de la cellule plus important. La distribution d’énergie spécifique f(z) va étre déplacée
vers la droite. Le pourcentage de cellules dont le noyau ne sera traversé par aucune particule
o peut étre déterminé a partir du nombre moyen de coups. Ce dernier paramétre variera donc
également en fonction de la spécificité de I’irradiation.

182



Chapitre V : Applications biologiques

Pourcentage de cellules épargnées
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Figure 83: Survie cellulaire mesurée et pourcentage de cellules épargnées en fonction de la
concentration de peptides ajoutés (cellules T2).

Le calcul du pourcentage de noyaux non touchés permet de mieux comprendre les variations
de survie cellulaire en fonction de la concentration de peptides ajoutés ou de la spécificité de
I’irradiation qui lui est corrélée (Figure 83).

Plus T’irradiation est spécifique, plus le pourcentage de noyaux épargnés diminue. Pour la
méme concentration d’anticorps ajoutés (2,5%10° M), ce pourcentage vaut 57% quand
I’irradiation est non-spécifique et ne vaut plus que 22% quand la cellule comporte 25000 sites
a sa surface. Les données de la figure 83 représentent le résultat d’une expérience et le calcul
correspondant. A faible concentration de peptides, il semble que certaines cellules dont le
noyau n’a pas été touché sont tuées tout de méme. Ce résultat, dans le cas présent, peut étre
attribué aux incertitudes expérimentales. Nous y reviendrons dans une partie ultérieure.
L’écart entre les deux courbes représente les cellules dont le noyau a été traversé par au moins
une particule o et qui n’ont pas été tuées. Cet écart est assez restreint et souligne la grande
cytotoxicité des particules o.

A I’exception des faibles concentrations de peptides ajoutés, les deux courbes ont une forme
similaire. Cette relation montre bien I’intérét du calcul dosimétrique dans sa qualité prédictive
de la toxicité d’un traitement.

2.2.2 Comparaison Irradiation Spécifique — Irradiation Non spécifique :
Dans un second temps, nous avons séparé les expériences en deux groupes : celles pour
lesquelles I’irradiation était non-spécifique et celles pour lesquelles une part de I’irradiation
était spécifique.

La figure 84 représente les courbes de survie cellulaire mesurée en fonction de la dose
moyenne absorbée par les cellules pour les deux types d’irradiation (spécifique et non
spécifique) et pour la lignée cellulaire T2. Les 200 points expérimentaux pour les irradiations
spécifique et non-spécifique sont ajustés précisément par une exponentielle avec un plateau
autour d’une survie de 10%. La figure 85 représente la survie des cellules Ada en fonction de
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la dose moyenne absorbée par le noyau des cellules pour les deux types d’irradiation
(spécifique et non-spécifique). A nouveau, les 200 points expérimentaux forment une
exponentielle avec un plateau autour de 10% de survie.
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Figure 84: Survie cellulaire des cellules T2 en fonction de la dose moyenne absorbée au noyau
lors de Pirradiation spécifique (rouge) et de I’irradiation non spécifique (vert).
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Figure 85: Survie cellulaire des cellules Ada en fonction de la dose moyenne absorbée au noyau
lors de Pirradiation spécifique (rouge) et de I’irradiation non spécifique (vert).

2.2.3 Radiosensibilité des cellules:

Le tableau 16 regroupe les valeurs de Dy déterminée pour les deux types d’irradiation et pour
les deux lignées cellulaires. On peut remarquer que les cellules T2 (irradiation non-spécifique
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Dy = 0,27 £ 0,02 Gy) sont moins radiosensibles que les cellules Ada (irradiation non-
spécifique Dp = 0,21 = 0,01 Gy). Pour des doses moyennes absorbées équivalentes, des taux
de survie similaires sont observés lorsque 1’irradiation est spécifique ou non-spécifique. Pour

les cellules Ada, les deux Dy sont, similaires, (0,21 + 0,01 Gy pour I’jrradiation non-spécifique Mis en forme
£t 0,20 £ 0,01 Gy pour I’jrradiation spécifique). Pour les cellules T2, les deux Dy sont proches,
(0,27 £ 0,02 Gy pour I’jrradiation non-spécifique et 0,31 £ 0,03 Gy pour I’jrradiation
spécifique). Concernant les valeurs de po pour les irradiations spécifique et non-spécifique, ils
sont similaires pour les cellules Ada, (respectivement, 0,48 + 0,02 et 0,50 + 0,03). Pour les
cellules T2, ils sont proches, (1,4 + 0,1 pour I’irradiation non-spécifique, et-et 1,8 + 0,1 pour
I’jrradiation spécifique).
. N /o PN ~ [Mis en forme : Francais ]
Po(Gy) 20 (Gy) No .
Mis en forme : Anglais
Ada Non-spécifique, 0,21 0 0,48 (Etats Unis) }
Spécifique, 0,20 0 0,50 ~{Mis en forme J
T2 Non-spécifique, 0,27 0,05 1,40 Mis en forme : Anglais }
Spécifique, 0,31 0,07 1,80 (Erats Unis)
Mis en forme : Anglais
Tableau 16: Paramétres Dy, 2, et no calculés pour les cellules Ada et T2 quand I'irradiation est | (Etats Unis) }
non-spécifique ou spécifique. Les calculs ont été réalisés en considérant le noyau comme la cible | Mis en forme —
critique des rayonnements. ‘ : .
MJI.S en fome : Anglais }
(Etats Unis)
Mis en forme : Anglais }
La radiosensibilité microdosimétrique, zo, a été également déterminée. Pour les cellules T2 et (Etats Unis)
I’irradiation non-spécifique : zo = 0,05 = 0,01 Gy. Pour I’irradiation spécifique, zo = 0,07 + Mis en forme ﬁ
0,05 Gy. Ces deux valeurs sont encore similaires. Les calculs pour déterminer la valeur de z Mis en forme : Anglais }
pour les cellules Ada conduisent & zg = 0. Pour mieux comprendre ce résultat, le pourcentage (Etats Unis)
de mortalité cellulaire en fonction du pourcentage de noyaux cellulaires touchés a été | Mis en forme : Anglais }
déterminé. Les résultats sont représentés dans la figure 86 (graphe A). La mortalité cellulaire | (Etats Onis)
est presque toujours plus élevée que le pourcentage de noyaux touchés. L’écart peut atteindre 1(4;;:2 Ifngl:rSn)e : Anglais }
40%, une mortalité de 80% est observée alors que seulement 40% des noyaux cellulaires sont
touches. Les barres horizontales représentent les incertitudes du calcul du pourcentage de Mis en forme 3
noyaux touchés. Les incertitudes sur les mesures de la mortalité ne sont pas représentées. Mis en forme : Anglais }
Elles sont en effet relativement faibles et ne modifient pas 1’observation précédente. Ces (Frats Unis)
résultats confirment la valeur du zy (zo = 0) pour les cellules Ada. Dans le but d’approfondir %Eiafz Sizl:rsn)e : Anglais }
cette étude, nous avons représenté la mortalité cellulaire, mais cette fois en fonction du .
r . . Mis en forme : Anglais
pourcentage des cellules touchées par au moins une particule a.. Le graphe B de la figure 86 (Etats Unis) }
montre que la majorité des points est située désormais sous la droite y=x, qui représente la Mis on forme ﬁ

situation pour laquelle chaque cellule frappée par une particule o est tuée. D’un point de vue
strictement dosimétrique, il semble par conséquent nécessaire de considérer la cellule entiére
comme la cible des rayonnements et non pas seulement le noyau.
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Mis en forme ﬁ
S[Mis en forme : Francais ]
A la suite de cette observation, les parameétres de radiosensibilité ont été recalculés en Mis en forme : Anglais
considérant la dose déposée dans la cellule entiére. Ces valeurs sont reportées dans le /| ‘ (Etats Unis) }
tableau 17. Une différence de radiosensibilité entre les cellules Ada et T2 est toujours Mis en forme [ﬂ
observée. Les cellules Ada (Do = 0,21 & 0,01 Gy) sont plus radiosensibles que les cellules T2 /// Il Mis en forme : Anglais
(Do =031+ 0,03 Gy). Les valeurs Dy calculées pour la cellule entiére sont proches de celles ‘ (Etats Unis) J
qui ont été calculées pour le noyau. En revanche, les valeurs de zy sont différentes lorsqu’elles / Mis en forme : Anglais
sont calculées pour la cellule entiére ou le noyau cellulaire. Ce parameétre dépend du nombre (Etats Unis) }
de coups regus par la cible. De fagon évidente, la cellule entiére recoit plus de coups que le | [Mis en forme : Anglais }
noyau. Les valeurs de z pour les cellules T2 quand I’irradiation est spécifique (zo = 0,12 + Jjjil | [ (Etats Unis)
0,09 Gy) et quand I’irradiation est non-spécifique (zo = 0,12 + 0,02 Gy) sont égales. Pour les Mis en forme [—ﬂ
cellules Ada, ces deux valeurs sont proches: zp = 0,06 £ 0,04 Gy pour une irradiation Mis en forme : Anglais }
spécifique et zp = 0,09 + 0,02 Gy pour une irradiation non-spécifique. Le nombre moyen de (Etats Unis)
coups a la cellule qui conduit & une survie de 37% vaut 1,5 £ 0,1 pour une irradiation non- Mis en forme : Anglais }
spécifique et 1,4 + 0,1 pour une irradiation spécifique. Pour les cellules T2, ces valeurs sont (Etats Unis)
relativement différentes quand I’irradiation est non-spécifique et quand I’irradiation est Mis en forme : Anglais }
| spécifique: respectivement, 2,9 + 0,2 and 3,7 + 0,2. Ces différences sont comprises dans (Brats Unis)
I’intervalle d’incertitudes inhérentes a la détermination de ces paramétres. La dose moyenne Mis en forme ﬁ
absorbée a la cellule semble étre un bon index pour évaluer la survie cellulaire apres une Mis en forme : Anglais }
. .. . . ;. Ly 9 P (Etats Unis)
irradiation avec des particules a, quelle que soit la spécificité de 1’irradiation.
Mis en forme : Anglais
(Etats Unis) }
R _ Do (Gy) Zo (Gy) No l(dgia?; szgfrsn? : Anglais }
Ada Non—s’pfeA.(:lflqueA 0,21 0,06 1,5 | Mis en forme : Anglais
Spécifique, 0,21 0,_09 1..4 { (Etats Unis) }
T Non-spécifique, 0,_27 0,_12 2,._9 | Mis en forme : Anglais }
Specifique, 0,31 0,12 3,7 (Btats Unis)
Tableau 17: Paramétres Dy, z,, et no calculés pour les cellules Ada et T2 quand l'irradiation est lgiafz Sif‘;l)e P Anglats }
non-spécifique ou spécifique. Les calculs ont été réalisés en considérant la cellule comme la cible - ;
L. Mis en forme : Anglais
‘ critique des rayonnements., (Etats Unis) }
[Mis en forme : Francais ]
(France)
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Figure 86: Mortalité des cellules Ada en fonction du pourcentage de noyaux touchés (A) ou du
pourcentage de cellules touchées (B).
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2.3 Discussion et conclusion:

Dans cette étude, notre modéle microdosimétrique a été utilisé pour analyser des données
expérimentales. Le modéle biologique original mis en place a permis de moduler le nombre
de complexes CMH/peptides présents a la surface des cellules qui ont été ciblés par des
anticorps radiomarqués au “°Bi. L’étude dosimétrique prend en compte, par conséquent, la
part spécifique (pour les anticorps fixés a la surface des cellules) et la part non-spécifique de
I’irradiation (pour les anticorps libres dans le surnageant) et rend possible la comparaison des
résultats des différentes expériences. La survie cellulaire représentée en fonction de la dose
moyenne absorbée montre une bonne homogénéité pour les 200 points expérimentaux. Cela
souligne la répétabilité satisfaisante des mesures de survie cellulaire. Le plateau de la courbe
pour des valeurs d’incorporation de thymidine proche de 10% et pour des doses absorbées

| jusqu’a 3 Gy a déja été observé [3, 37, 38] et pourrait étre la manifestation des limites Mis en forme : Francais

techniques du test d’incorporation de thymidine. On sait qu’a la suite d’une irradiation o, une {France)
partie des cellules va connaitre un arrét dans son cycle cellulaire en phase G2/M avant de
mourrir. 1l est possible que ces cellules incorporent alors de la thymidine. Ce reliquat serait
ensuite mesuré et assimilé a une prolifération cellulaire bien que la cellule soit morte.
La superposition des courbes de survie en fonction de la dose moyenne absorbée dans le
noyau (c’est également vrai lorsqu’on considere la cellule entiere) quand I’irradiation est non-
spécifique ou spécifique tend a valider biologiquement toute la chaine de calcul dosimétrique.
Dans un cas (irradiation non-spécifique), la concentration des anticorps radiomarqués libres
dans le surnageant et la géométrie de I’irradiation ont ét¢ considérées pour calculer les
parametres dosimétriques pour chaque point expérimental. Dans le cas de l’irradiation
spécifique, le nombre d’anticorps radiomarqués fixes a la cellule a été déterming, ainsi que la
concentration des anticorps radiomarqués libres dans le surnageant et la géométrie
d’irradiation. En prenant en compte le feu croisé entre les cellules voisines, ces valeurs ont
permis la détermination de la dose. Pour des doses calculées équivalents, quelle que soit la
spécificit¢ de D’irradiation, les survies cellulaires mesurées se sont avérées similaires,
indiquant par conséquent la relative précision de 1’étude dosimétrique. La superposition des
courbes de survie est confirmée par les comparaisons des radiosensibilités
microdosimétriques, zo. Ce résultat peut s’avérer surprenant puisque Charlton a montré que le
libre parcours moyen entre deux événements létaux, qui peut étre relié directement a la valeur
de zo, étaient, pour la méme lignée cellulaire, différents selon le TEL moyen des dépdts
d’énergie [27]. Dans notre étude, le TEL moyen auquel ’énergiec est déposée par des
particules émises a la surface des cellules est proche de 60 keV/um. Cette valeur est proche de
90 keV/um lorsque les particules o sont émises dans le surnageant. Cependant, deux
caractéristiques doivent étre considérées dans la présente étude :

- le nombre de sites antigéniques a la surface des cellules est faible (inférieur a 30000)

- les cellules sont regroupées sous la forme d’une monocouche au fond du puits de

culture pendant la majeure partie de I’irradiation.

Ces deux faits entrainent que la self-dose est faible relativement a la cross-dose et a la dose
provenant du milieu. Nous avons évalué la part respective de ces doses dans la dose totale.
Pour les 200 points expérimentaux, la fraction maximale de la dose totale représentée par la
self-dose est égale a 12%. Le TEL moyen auquel 1’énergie est déposée dans les cas
d’irradiations spécifique et non-spécifique est donc proche et cela peut expliquer que 1’on
obtient des valeurs similaires du parameter zo dans ces deux cas.
Au cours de cette étude, autour de 200 points expérimentaux ont été précisément analysés.
Les nombreux paramétres nécessaires pour réaliser les calculs dosimétriques ont été
caractérisés. La géométrie de 1’irradiation a été observée au microscope. Les rayons des
cellules et de leur noyau ont été mesures pour un échantillon de 200 cellules pour chaque
lignée cellulaire (T2 et Ada) et ont été inclus dans le calcul dosimétrique sous la forme d’une
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distribution gaussienne. Le nombre de complexes CMH/peptides présents a la surface des
cellules ainsi que ’affinité des deux anticorps ont été détermines par une analyse de type
Scatchard. Le taux d’internalisation de I’anticorps a été mesuré au cours du temps. Les calculs
microdosimétriques ont été réalisés avec un code dont I’algorithme a ¢été validé par
comparaison un code MC. De fagon surprenante, les résultats ont montré que des cellules
non-touchées pouvaient étre tuées. Les incertitudes concernant le pourcentage des noyaux
touches ont été évalués pour vérifier la validité de cette observation. En dépit de ces
incertitudes, les résultats ont ét¢ confirmés. Certaines incertitudes n’ont pas été prises en
compte dans les calculs: les incertitudes sur les mesures de I’activité spécifique et de la
concentration d’anticorps ajoutés. Il s’agit d’incertitudes aléatoires et n’influencent pas les
résultats dans un sens seulement(i.e. en augmentant les pourcentages des noyaux touchés). On

peut également se demander si I’internalisation n’avait pas été sous-estimée. Les calculs ont
été repris avec un taux d’internalisation de 15% (supérieur au taux mesuré: 11%). Une
augmentation du pourcentage des noyaux touches a été observée mais n’a pas été suffisante
pour affecter la conclusion. Nous avons observé que cette surmortalité disparait quand le
pourcentage de cellules touchées est considéré, ce qui semble caractériser une réponse
cellulaire a I’irradiation o.

Il n’est pas de notre ressort de donner les explications biologiques qui peuvent sous-tendre ce
phénomeéne, mais plusieurs travaux ont déja évoqué cette induction de signaux de mort
lorsque le cytoplasme ou la membrane des cellules sont irradiés [39-40], Une autre
explication possible pour cette surmortalité observée peut étre I’effet de voisinage (ou effet
Bystander). Ce terme désigne les effets qui ont lieu dans les cellules qui n’ont pas été
traverses par des rayonnements mais qui ont été induits par des cellules irradiées. Dans les
premiers travaux faisant état de ce phénoméne, des écarts ont été observes entre le
pourcentage de noyaux touches et la fréquence d’échange de chromatide (SCE) pour des
cellules ovariennes de hamster chinois [41] ou des fibroblastes humains [42] exposées a de

{Mis en forme : Francais

 _JJ

Mis en forme :
(France)

Frangais

Mis en forme : Police :Non
Italique, Francais

faibles doses de particules a.. Ces différences n’ont pas pu étre expliquées et I’existence d’un
effet de voisinage a été évoqué. Depuis ces travaux, le phénomene a été observe pour
différents paramétres biologiques [43-45] et en particulier pour la survie clonogénique [46,

47], Les mécanismes de communication cellulaire n’ont pas été clairement établis mais un

facteur soluble et/ou une communication intercellulaire par “gap junction” ont été évoqués
[48]. Dans notre étude, de tels mécanismes n’ont pas été étudiés. Nous n’avons pas pu établir

Mis en forme : Francais ]
(France)
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si le signal de mort cellulaire déclenché dans les cellules non-irradiées était le résultat de
Iirradiation de la membrane ou du cytoplasme ou le résultat d’une communication
intercellulaire. Des investigations supplémentaires sont requises.

La mise en évidence de ce phénomeéne de surmortalité a été rendue possible par 1’analyse
microdosimétrique des données expérimentales. Dans le cadre d’une analyse
macrodosimétrique, seules les doses moyennes absorbées et la valeur des parameétres Dg
auraient été calculées. Nous 1’avons vu, ces paramétres ne pouvaient pas nous indiquer la
présence d’une réponse cellulaire ou d’un effet Bystander. En revanche, les différences
observées entre les paramétres z, et Do sont peu importantes. Ce fait peut &tre expliqué par la
part importante de 1’irradiation volumique dans la dose totale délivrée aux cellules, méme
lorsque I’irradiation est considérée spécifique. Ce cas a été illustré dans le chapitre IV
(comparaison des courbes de survie de deux cellule comportant 0 et 2,5*10° sites).

D’un point de vue biologique, ces expériences ont montré¢ 1I’importance de la spécificité de
I’irradiation pour I’efficacité thérapeutique des anticorps radiomarqués. Pour une méme
activité ajoutée et donc, dans le cadre d’un traitement la méme toxicité pour les organes sains,
la spécificité de I’irradiation pourra augmenter la dose délivrée aux cellules tumorales,
diminuer le pourcentage de cibles cellulaires non touchées et permettre dans certains cas de
faire diminuer la survie des cellules tumorales de 20%. Ces résultats ont été obtenus pour une
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cellule possédant au maximum 25 000 sites a sa surface. Le phénoméne peut donc encore étre
amplifié avec une cellule possédant plus de sites. Ce nombre restreint de sites semble étre une
limitation pour une réelle efficacité de la RIT-c.

A la suite de cette observation, nous avons cherché a étudier plus précisément ’influence du
nombre de sites antigéniques a la surface des cellules tumorales sur ’efficacité globale d’un
traitement de RIT-c.

3 ModéledelaRIT-a:

Au cours des derniéres années, La RIT-a est mise en avant pour sa capacité a contrbler et
éradiquer les maladies résiduelles, apres chirurgie notamment. Récemment, divers travaux ont
souligné que 1’échec de divers traitements anti-cancer résidait dans leur faillite a éliminer une
petite sous-population de cellules tumorales caractérisées comme des cellules souches
tumorales [49-55]. Ces cellules semblent moins sensibles aux agents antiprolifératifs, elles
sont également moins sujettes a I’apoptose et a la reconnaissance immunitaire [56].
La grande cytotoxicité des particules o semble faire de ce rayonnement un outil de choix pour
stériliser des cellules tumorales isolées ou des micrométastases résistantes.
Dans ce contexte toutefois, la toxicité envers les organes sains, et notamment la moelle qui est
souvent ’organe critique pour la RIT, doit absolument étre considérée pour évaluer le
potentiel réel de la RIT-cx.
Trés récemment, Sgouros [1] a publié un travail sur ce sujet. Il a démontré la faisabilité d’une
analyse théorique du potentiel de la RIT-a & I’aide d’un modéle théorique. Ces résultats ont
permis d’identifier quelques paramétres critiques de la RIT-c :

- Tactivité spécifique,

- la densité des sites antigéniques

- le nombre de cellules cible.
Toutefois, la modélisation réalisée n’a considéré que des cellules tumorales isolées. En outre,
I’irradiation non-spécifique de ces cellules n’a pas été prise en compte. L’efficacité du
traitement évalué a partir de la probabilité du contr6le tumoral (notée TCP en anglais) repose
sur des calculs macrodosimétriques. La toxicité a la moelle a été estimée en considérant
Iirradiation non-spécifique des cellules de la moelle osseuse rouge par les anticorps
radiomarqués libres dans I’espace extracellulaire de la moelle.
En reprenant des études théoriques que nous avions déja présentées lors du congrés de
I’EANM a Athenes en 2006 et lors du symposium de Berder en 2007, nous avons cherché a
compléter cette étude, a I’aide de notre modele microdosimétrique, en évaluant I’efficacité de
la RIT-o sur des agrégats de cellules représentant des micrométastases et non plus seulement
des cellules isolées. L’évaluation de la toxicité¢ a la moelle reprend la méthode adoptée par
Sgouros.

3.1 Matériel et Méthodes :

3.1.1 Evaluation de Pefficacité du traitement:

Les cellules tumorales spécifiquement ciblées par le traitement de RIT-o vont étre irradiées
par les anticorps radiomarqués directement fixés a ces cellules et par les anticorps
radiomarqueés libres en solution.
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Pour la premiere source d’irradiation (irradiation spécifique), le calcul dosimétrique impose
d’évaluer le nombre de désintégrations par cellule (Ncell). Ce paramétre va dépendre de
I’affinité de I’anticorps, du nombre de sites antigéniques présentés par les cellules, de la
concentration d’anticorps dans I’environnement de la tumeur et de I’activité spécifique des
anticorps radiomarqués.
En raison de la courte demi-vie du ?°Bi et du ciblage rapide des cellules tumorales
disséminées suivant une injection intraveineuse d’anticorps radiomarqués [57], on peut faire
I’hypothése que toutes les désintégrations de 1’activité administrée vont avoir lieu sur les
cellules cibles. On a alors :

N, P CoAb *Bmax * ASO * MMAb * 7;/2

“t e, +Kd In(2)*N,,

(5-3)

ol C°ap représente la concentration d’anticorps, Bmax est le nombre de sites antigéniques
présentés par la cellule, Kd est I’affinité de I’anticorps, Nay est le nombre d’Avogadro et
MM ap est 1a masse molaire de I’anticorps.

Pour l’irradiation non-spécifique, on doit évaluer la concentration d’anticorps dans
I’environnement des cellules tumorales. La concentration de désintégration dans la solution
entourant la cellule (C°y) sera donnée par :

%k ASO * MMAb * 7;/2

Cc° =C°
b n(2)*N,,

vol

(5-4)

A partir de ce nombre de désintégrations a la surface de la cellule et autour de la cellule, nous
avons utilisé notre modéle microdosimétrique pour évaluer la distribution f1(z) et le nombre
moyen de coups recus par le noyau des cellules (7). Nous avons considéré plusieurs
géomeétries : cellule isolée ou clusters de cellules de tailles variables.

La survie de chaque cellule est alors calculée :

SF =exp(-n*(1-17,(z0))  (5-5)

Zo est la radiosensibilité microdosimétrique (comprise entre 0 et 1 Gy) et Ti(zo) est la
transformée de Laplace de la distribution simple-coup d’énergie spécifique, fi(z).

L’efficacité du traitement sur un nombre variable de cellules tumorales est évaluée a travers le
calcul de la probabilité de contréle tumoral.

b
TCP =exp(- Y, SF) (5-6)

i=1

nbeenis représente le nombre de cellules tumorales.

3.1.2 Evaluation de la toxicité a la moelle :

La moelle, que I’on considérera comme [’organe critique, est irradiée par les anticorps
radiomarqués qui sont libres dans la circulation. On suppose qu’il n’y a pas de fixation
spécifique des anticorps par les cellules de la moelle.

Le nombre d’anticorps libres dans la circulation (Njre) peut étre calculé en premiére
approximation en soustrayant au nombre d’anticorps injectés, le nombre d’anticorps fixés par
les cellules tumorales.
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*N,

cell

Nlibl‘e = Ab * A I’lb (5-7)

injecté MMAh cells
oU Abinjecté est la masse d’anticorps injectés.

On fera a nouveau I’hypothése que tous les atomes de ***Bi des anticorps radiomarqués libres
vont se désintégrer dans la circulation. Le nombre de désintégrations (A4 _, ) dans la
circulation sera donc donné par :

circ

Zcm‘ — Nlibre * AS* 77/2 (5_8)
In(2)

La concentration de désintégrations peut étre obtenue en divisant ce nombre par le volume de
distribution de I’anticorps (Vg). En supposant le fluide extracellulaire de la moelle est en
équilibre avec le volume de distribution de I’anticorps [58], on peut obtenir le nombre de
désintégrations dans la moelle osseuse rouge (ZMR) :

A, = Ace + pEEMR * Vi (5-9)

d

avec FFEMR, la fraction de la moelle osseuse rouge composée de fluide extracellulaire et
Vwr, le volume de la moelle osseuse rouge.

On peut alors, en premiére approximation, calculer la dose absorbée par la moelle osseuse
rouge :

AMR * Aut * ¢Dt
M

MR

Dy = (5-10)

ou A est I’énergie émise par le radioélément (ici le 213Bj) sous la forme de particules o, 8,
est la fraction de A qui est absorbée dans la moelle osseuse rouge et Mg est la masse de
moelle osseuse rouge.

Pour le calcul de la dose a la moelle, on suppose que les contributions des électrons et des
photons sont négligeables devant la contribution des .

3.1.3 Valeurs des différents parametres :
Les valeurs choisies pour les différents parametres sont données dans le tableau 18.

Parametres Valeur Référence
\A 3,8L [59]
Vmr 15L [60]
Mwmr 1,5 kg [60]
FFEMR 0,19 [58]
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Ao, 1,33*10™ Gy.kg/Bq.s [61]

4, 1,0 0u 0,57 [62,63]

Tableau 18: Valeurs des différents parametres du modele.

Pour évaluer 1’impact de I’activité spécifique, de la masse d’anticorps d’injectés, de la
radiosensibilité des cellules tumorales, du nombre de sites antigéniques présentés a la surface
des cellules, de I’affinité de I’anticorps et du nombre de cellules tumorales, les valeurs de ces
parameétres seront variables.

3.1.4 Variations des paramétres clé:

Deux paramétres peuvent étre modifiés en entrée de ce modéle :

- la masse d’anticorps injectés

- Tactivité spécifique des anticorps radiomarqués injectés.
Par ailleurs, le type de sites antigéniques ciblés a la surface des cellules peut étre choisi en
utilisant I’anticorps approprié. Chaque type antigénique sera caractérisé par sa densité
d’expression (Bmax) a la surface des cellules tumorales. Enfin, on peut choisir des anticorps
de différentes affinités (Kd).
Nous avons fait varier ces quatre paramétres indépendamment et évaluer pour chaque cas la
dose moyenne regue par les cellules tumorales et les cellules de la moelle osseuse rouge. Les
cellules tumorales ont été considérées isolées ou regroupées sous la forme de clusters. Dans le
cas de clusters de cellules, la dose regue décrite sera la dose la plus faible regue par une
cellule du cluster.

3.1.4.1 Variation de la masse d’anticorps injectés :

Pour ce cas, ’activité spécifique a été fixée a 440 MBg/mg et le nombre de sites présents a la
surface des cellules & 2*10°. Les cellules ont un rayon cellulaire, Re=10 pm et un rayon
nucléaire Ryoy=5 pm. La masse d’anticorps injectés a varié entre 1 mg et 6 mg. Le Kd de
Ianticorps vaut 1*¥10° M.

3.1.4.2 Variation de activité spécifique:

Pour ce cas, la masse d’anticorps injectés a été fixée & 3 mg et le nombre de sites présents a la
surface des cellules & 2*10°. Les cellules ont un rayon cellulaire, Re=10 pm et un rayon
nucléaire Ryoy=5 pm. La masse d’anticorps injectés a varié entre 1 mg et 6 mg. Le Kd de
Ianticorps vaut 1*10°° M.

3.1.4.3 Variation de la densité antigénique a la surface des cellules:

Pour ce cas, la masse d’anticorps injectés a été fixée a 3 mg et I’activité spécifique a 440
MBa/mg. Les cellules ont un rayon cellulaire, Re=10 pum et un rayon nucléaire Rpoy=5 pm.
La masse d’anticorps injectés a varié entre 1 mg et 6 mg. Le Kd de I’anticorps vaut 1¥10° M.

3.1.4.4 Variation du Kd de ’anticorps:

Pour ce cas, la masse d’anticorps injectés a été fixée a 3 mg et 1’activité spécifique a 440
MBa/mg. Les cellules ont un rayon cellulaire, Re=10 um et un rayon nucléaire Rnoy=5 pm.
La masse d’anticorps injectés a varié¢ entre 1 mg et 6 mg. Bmax vaut 2*10°.
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3.2 Reésultats :

3.2.1 Parameétrescléde laRIT-a :
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Figure 87: Dose moyenne absorbée en fonction de la masse d'anticorps injectés (A), de I'activité
spécifique (B), du nombre de sites antigéniques par cellule (C) et de la constante de dissociation
de I'anticorps (D). La courbe rouge représente la dose a la moelle osseuse rouge, la courbe bleue
représente la dose absorbée par une cellule tumorale isolée, la courbe jaune représente la dose
absorbée par une cellule d’un cluster de rayon 50 pm et la courbe verte représente la dose
absorbée par une cellule d’un cluster de rayon 100 pm

La variation de deux des paramétres du ciblage, Kd et Bmax, ne modifient pas la dose
délivrée aux cellules de la moelle lorsqu’ils sont modifiés. En revanche, lorsque le nombre
d’antigénes a la surface des cellules tumorales est multipliée par deux, la dose délivrée a ces
cellules sera également multipliée par deux dans le cas d’une cellule isolée et par un facteur
supérieur, dépendant du nombre de cellules composant le cluster, dans le cas d’un cluster de
cellules tumorales (on suppose une pénétration compléte de ’anticorps). L’utilisation d’un
anticorps de forte affinité augmentera également la dose délivrée aux cellules tumorales.

Dans les cas ou I’on modifie la masse d’anticorps injectés et 1’activité spécifique de
I’anticorps, la dose délivrée aux cellules de la moelle augmentera, toutefois moins vite que la
dose délivrée aux cellules tumorales. En effet cette derniére va augmenter en fonction du
nombre de désintégrations « non-spécifiques » (ayant lieu dans la solution baignant les
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cellules tumorales) mais aussi du nombre de désintégration ayant lieu a sa surface. Or ces
deux parameétres vont augmenter avec la masse d’anticorps injectés et I’activité spécifique.
Pour limiter la toxicité d’un traitement de RIT-c et assurer son efficacité, il conviendra donc
de choisir une cible antigénique trés présente a la surface des cellules tumorales et d’utiliser
un anticorps trés affin. La masse d’anticorps injectés et I’activité spécifique devront étre
ajustés afin de ne pas dépasser une dose & la moelle acceptable.

3.2.2 Nombre minimal de sites antigéniques présents a la surface des
cellules tumorales pour atteindre un TCP de 0,9 :

La seconde étape de ce travail a consisté a évaluer le nombre minimum de sites antigéniques
présents a la surface des cellules tumorales pour atteindre un TCP de 0,9. L’étude sur les
complexes CMH/peptides a montré que la présence de 20 000 sites a la surface des cellules ne
semblait pas suffisant pour obtenir une bonne efficacité du traitement de RIT-a. Or la cible
antigénique est un des premiers paramétres choisis lorsque 1’on débute le développement d’un
radioimmunoconjugué. Il semble donc important de préciser comment 1’importance de sa
représentation a la surface des cellules tumorales va influencer I’efficacité de la RIT-aL.

Lors de ce calcul, la quantité d’anticorps injectés (8 mg), 1’activité spécifique (800 MBg/mg)
et I’affinité de I’anticorps (Kd=1*10"" M) ont été fixés. Ce Kd correspond & un anticorps trés
affin. En outre, les valeurs citées de la quantité d’anticorps injectés et de ’activité spécifique
sont trés élevées. Ce choix nous permet d’évaluer un cas trés favorable pour ’efficacité du
traitement et donc d’estimer les valeurs minimales du nombre de sites antigéniques requis
pour atteindre un TCP de 0,9. La toxicité correspondant a cette quantité d’anticorps injectés et
cette activité spécifique sera, a priori, importante puisque la dose délivrée a la moelle sera
D=1,89 Gy soit une dose équivalente de 9,45 Sv si I’on prend en compte une EBR des
particules o valant 5. Nous n’avons pas pu relier cette dose a un grade de toxicité pour la
moelle. Les études sur ce sujet donnent des valeurs de dose trés variables et qui ne sont pas
corrélées a un effet toxique particulier [64, 65].
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Figure 88: Nombre de sites antigéniques nécessaires pour atteindre un TCP de 0,9 en fonction
du nombre de cellules tumorales. Le nombre de sites a été évaluée pour deux radiosensibilités
différentes des cellules tumorales: z=0,5 Gy (gauche) et z=1 Gy (droite). Les trois courbes
représentent les cas ou les cellules tumorales sont isolées (bleu) ou regroupées sous la forme de
clusters de 50 um de rayon (rouge) ou de 100 pum de rayon (jaune).

La figure 88 montre que I’efficacité du traitement et donc le nombre nécessaire de sites
antigéniques a la surface des cellules vont dépendre de I’importance de la masse tumorale
(nombre de cellules). Pour une cellule de radiosensibilitt moyenne (z,=0,5 Gy), la
stérilisation des cellules tumorales nécessitera plus de sites a la surface des cellules si celles-ci
sont isolées. Pour atteindre un TCP de 0,9, lorsque la masse tumorale est composée d’un
milliard de cellules, plus de 800 000 sites antigéniques seront nécessaires a la surface des
cellules. Si les cellules tumorales sont regroupées sous la forme de clusters de rayon 50 um ou
100 um, le nombre de sites antigéniques requis pour atteindre un TCP de 0,9 sera plus faible
(1,5%10° et 1*10° respectivement) en raison du feu croisé. Si le nombre de cellules tumorales
est égal a un million, le nombre de sites antigéniques nécessaires sera de 2,5*105 pour une
cellule isolée, 6,5*10 pour un cluster de rayon 50 um, 5,5%10* pour un cluster de rayon 100
pm.

Ce résultat va dépendre fortement de la radiosensibilité des cellules. Pour une cellule plus
radiorésistante (zo=1 Gy), le nombre de sites antigéniques requis pour atteindre un TCP de 0,9
sera beaucoup plus élevé. Pour un milliard de cellules tumorales, le nombre de sites
antigéniques nécessaires sera de 2,45*10° pour une cellule isolée, 3,95*10° pour un cluster de
rayon 50 pm, 2,45*10° pour un cluster de rayon 100 pm. Pour un million de cellules
tumorales, le nombre de sites antigéniques nécessaires sera de 1,37*10° pour une cellule
isolée, 2,25*10° pour un cluster de rayon 50 pm, 1,4*10° pour un cluster de rayon 100 pm.
Pour une cellule isolée, il sera donc trés difficile de contrdler la totalité de la masse tumorale.
On atteint ici les limites de la RIT-c.

Nous nous sommes également intéressés a la pénétration partielle de ’anticorps dans les
sphéroides de cellules. Pour le cluster de rayon 100 pum, nous avons simulé une pénétration de
I’anticorps limitée a la périphérie de cet amas cellulaire. Seules les cellules comprises dans
une couche externe d’épaisseur 20 um seront marquées. Nous avons repris le calcul du TCP
et estimé le nombre de sites antigéniques nécessaires pour une bonne efficacité du traitement
(TCP=0,9).
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Figure 89: Nombre de sites antigéniques nécessaires pour atteindre un TCP de 0,9 en fonction
du nombre de cellules tumorales. Le nombre de sites a été évaluée pour une radiosensibilité des
cellules tumorales: z,=0,5 Gy. Le calcul a été effectué en considérant que les cellules tumorales
sont regroupées sous la forme de clusters de 100 um de rayon. Les deux courbes représentent les
cas ou 100% des cellules tumorales sont marquées et ou seules les cellules en périphérie du
cluster sont marquées.

La figure 89 montre que I’efficacité du traitement de RIT-o sera diminuée de fagon
importante lorsque I’anticorps ne pénétre que partiellement dans un sphéroide tumoral. Pour
un milliard de cellules, le nombre de sites antigéniques requis sera multiplié par 4 (1*10°
lorsque toutes les cellules du cluster sont marquées, 4*10° lorsque seules les cellules externes
du cluster sont marquées).

3.3 Discussion - Conclusion :

La trés forte cytotoxicité des particules o est attractive dans le cadre de la RIT, notamment
pour éliminer des cellules tumorales radiorésistantes qui sont insensibles a d’autres types de
traitement. Toutefois, I’administration systémique de ces agents trés toxiques doit étre réalisée
avec précaution afin de préserver les organes sains. Le court parcours des particules o est,
dans ce contexte un avantage. En I’absence de fixation spécifique sur des antigénes des
cellules des tissus sains, les anticorps radiomarqués par des émetteurs o resteront dans le
systéme circulatoire sanguin et lymphatique et I’irradiation des organes sains sera donc
limitée. L’organe critique pour la toxicité du traitement sera, comme trés souvent dans le
cadre de la RIT, la moelle osseuse. L’efficacité de la RIT-, et de la RIT en général, doit donc
étre envisagé comme 1’effet différentiel entre la toxicité a ’encontre des cellules tumorales et
la toxicité a 1’égard des cellules des tissus sains, et plus particuliérement des cellules de la
moelle. Le modéle mathématique simple, inspiré du travail de Sgouros [1] permet de prendre
en compte ces deux aspects du traitement de RIT-o. L’évaluation de la toxicité a la moelle est
difficile. Les cellules de la moelle sont en effet disséminées dans le corps humains et il a été
montré que seule une partie de ces cellules étaient sensibles aux rayonnements [62]. Il est
donc pour I’instant difficile de relier la dose déposée dans la moelle, ou d’autres parameétres
dosimétriques, a un grade de toxicité. Le modéle ne considére donc que la dose a la moelle.
Cette étude a tout d’abord comparé I’influence de quatre paramétres (activité spécifique,
quantité¢ d’anticorps injectés, affinité de 1’anticorps, densité antigénique a la surface des
cellules) sur la dose délivrée aux cellules tumorales et la dose délivrée aux cellules de la
moelle. Deux paramétres peuvent faire augmenter la dose aux cellules tumorales sans
modifier la dose aux cellules de la moelle : I’affinité de I’anticorps, la densité antigénique a la
surface des cellules. 1l convient donc pour la RIT-o d’utiliser des anticorps les plus affins
possible. On ne peut pas, en revanche, modifier la densité antigénique a la surface des cellules
tumorales. Toutefois, les cellules tumorales possédent souvent plusieurs types d’antigénes,
plusieurs marqueurs. Il faudra donc veiller a choisir I’antigene le plus représenté, en vérifiant
évidemment qu’il est relativement spécifique de la tumeur. Si I’on augmente les deux autres
parameétres, la dose aux cellules tumorales augmentera mais la dose a la moelle également.

Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer le nombre minimal de sites
antigéniques permettant une certaine efficacité de la RIT. Nous sommes placés dans un cas
extréme ou la dose a la moelle est trés élevée (certainement toxique) et ou I’anticorps est tres
affin. Cela représente donc le cas ou I’on peut injecter un nombre maximal d’atomes
radioactifs dans le corps du patient et ou I’anticorps va se fixer de fagon quasi idéale sur les
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cellules tumorales. Le facteur limitant de I’efficacité de la RIT est alors le nombre de sites
antigéniques a la surface des cellules.

Pour éliminer 1 milliard de cellules tumorales, si les cellules sont isolées celles-ci devront
alors posséder 800 000 sites ou 2,5 millions de sites, si la cellule est radiorésistante pour que
le traitement soit efficace. Ces valeurs excluent une gamme importante d’antigénes envisagés
dans le cadre de la RIT. Les cellules du myélome multiple décrites en début de chapitre ne
présentent par exemple que 300 000 antigenes de type syndécan-1 a leur surface. On approche
la une limite importante de la RIT-a. Si ces cellules sont regroupées sous la forme de clusters,
le feu crois¢ permettra d’envisager le ciblage d’un antigéne moins représenté. En revanche, la
pénétration partielle des anticorps dans les amas cellulaire limitera de fagon importante
I’efficacité de la RIT. Si I’on considére que seules les cellules situées dans la périphérie d’une
micrométastase peuvent fixer des anticorps radiomarqués, le nombre de sites requis pour
assurer I’efficacité du traitement pourra étre multiplié par 4.

A la vue de ces résultats, il semble que I’utilisation d’un cocktail d’anticorps radiomarqués,
ciblant différents récepteurs présents a la surface des cellules tumorales soit nécessaire pour
améliorer I’efficacité de la RIT-c.

Cette ¢tude met donc en avant trois paramétres essentiels de la réussite d’un traitement, si I’on
exclut les parametres cités au début de cette partie :

- la géométrie de la tumeur (cellules isolées, micrométastases, nombre de cellules

tumorales),

- la radiorésistance des cellules tumorales,

- les caractéristiques de la fixation des anticorps aux cellules.
Ces paramétres seront difficiles a caractériser in vivo. La résolution de I’imagerie
traditionnelle est insuffisante pour fournir ce genre d’informations.
La simplicité de ce modele notamment dans son traitement de la toxicité a la moelle ne
permet pas de cerner entiérement le probléme. La moelle est un organe complexe et les études
dosimétriques sur la toxicité de la RIT sont encore trop peu nombreuses pour pouvoir la
modéliser précisément. Ce modele est un modele statique qui suppose la diffusion et la
fixation instantanée de ’anticorps sur les cellules tumorales. Il s’applique assez bien au *°Bi
qui posséde une période trés courte. Pour d’autres radioéléments et notamment 1"***At dont la
période est plus longue, un modele dynamique sera nécessaire. Enfin, la pénétration des
anticorps dans les micrométastases doit étre mieux caractérisée.
Cette étude est un exemple des possibilités offertes par la dosimétrie cellulaire. Le modele
mathématique permet d’envisager le probléme de la RIT-o dans sa globalité et de quantifier
I’importance de certains paramétres limitants. Nous pensons que ces études peuvent fournir
des informations utiles sur les voies d’optimisation possibles des traitements de RIT-c.
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Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis le développement d’un modéle
microdosimétrique complet qui calcule les distributions d’énergie spécifique au niveau d’une
cellule biologique ou de son noyau. Ce modele repose sur une méthode de calcul analytique.
Les dépdts d’énergie de la particule { dans la matiere sont évalués en utilisant les
approximations du ralentissement continu et du parcours rectiligne. C’est un outil de calcul
trés rapide qui peut simuler ’ensemble des situations d’irradiation rencontrées lors
d’expérimentations in vitro. Un modéle radiobiologique, inclus dans le logiciel, permet de
déterminer, a partir des spectres microdosimétriques calculés, la toxicité d’une irradiation.

L’algorithme de ce modele a été validé lors d’une étude comparative avec deux codes Monte-
Carlo généralistes : MCNPX et Geant4. Les spectres microdosimétriques calculés se
superposent de fagon satisfaisante pour tous les cas étudiés. Cette étude a mis en évidence que
les fluctuations statistiques des dépots d’énergie le long du parcours de la particule
(straggling) et la production de rayonnement delta - deux éléments non pris en compte par
notre modele - n’avaient que peu d’influence sur la forme des distributions d’énergie
spécifique. Elle a également souligné le gain important en termes de temps de calcul que
permet notre algorithme basé sur une méthode analytique. Un facteur supérieur a 3 000 sépare
les temps de calculs de notre modéle et les temps de calculs de la méthode Monte-Carlo.

Le domaine d’emploi de la microdosimétrie dans le cadre d’expériences d’irradiations
cellulaires a été caractérisé. 1l est défini par le critere de Kellerer et va dépendre de la taille de
la cible considérée et de la dose absorbée par cette cible. L’intervalle de dose correspondant
s’étend de 15 Gy a 2,8 Gy pour des noyaux cellulaires dont le rayon est compris entre 2 um et
9 um respectivement. Un second critére a été défini au cours de ce travail. Il vise a préciser le
domaine pour lequel la microdosimétrie a un intérét par rapport a la microdosimétrie pour la
prédiction de la survie cellulaire. Ce domaine dépend de la taille de la cellule considérée, de la
radiosensibilité de cette cellule et de la géométrie de I’irradiation.

Pour une cellule isolée, dont la radiosensibilité est faible (zo=1 Gy), la microdosimétrie est
recommandée lorsque le rayon du noyau de ces cellules est inférieur a 6 um. Lorsque les
cellules sont regroupées sous la forme de cluster, I’intérét de la microdosimétrie pour le calcul
de la survie cellulaire est plus grand. Pour des clusters de faibles rayons (< 50 pm), cette
méthode est recommandée quelle que soit la taille de la cellule. Pour des clusters plus grands,
elle s’avére indispensable lorsque le rayon du noyau de ces cellules est inférieur & 6 pm.
L’impact d’une distribution log-normale de I’activité au niveau cellulaire a également été
évalué. Pour une cellule isolée, les courbes de survie vont étre modifiées et ne seront plus
linéaires. Des variations du taux de survie, pouvant atteindre 20%, seront observées si 1’on
tient compte de cette distribution.

Pour des clusters de cellules, il n’est pas utile de considérer cette distribution log-normale de
I’activité fixée au sein d’un population cellulaire. Elle n’entraine pas d’écart de survie
important. Les hétérogénéités spatiales de la distribution de D’activité vont, en revanche,
beaucoup influencer la survie cellulaire & I’intérieur d’un cluster. Les courbes de survie ne
seront a nouveau plus linéaires. Ces hétérogénéités pourront, pour une méme dose au
sphéroide, faire diminuer la toxicité du traitement de plus de 10%.

Le modele a été appliqué a I’analyse des résultats de deux groupes d’expériences réalisées au
sein du laboratoire.

La premiére série d’expériences a porté sur 1’irradiation de cellules du cancer du myélome
multiple par des anticorps radiomarqués par des émetteurs o et 3. Une irradiation externe au
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%Co a permis, en outre, le calcul de I’EBR des particules ( et 8. Cet EBR a été évalué a 0,9
pour les particules B et est compris entre 3 et 13 pour les particules o.

La seconde série d’expérience a mis en évidence I’augmentation de 1’efficacité d’une
irradiation o lorsque la spécificité de cette irradiation augmente. Cet effet a été expliqué par
notre modéle. Lorsque la spécificité de I’irradiation est amplifiée, la dose moyenne absorbée
recue par les cellules va augmenter. Cela va se traduire par une diminution rapide du
pourcentage des cellules qui ne sont traversées par aucune particule { lors de I’irradiation.

Les courbes de survie des cellules irradiées non spécifiquement (par les anticorps
radiomarqués restés libres en solution) et des cellules irradiées plus spécifiquement (i.e. une
partie de ’activité va venir se fixer a la surface de ces cellules) se superposent lorsque la
survie est représentée en fonction de la dose moyenne absorbée. Cette observation semble
valider I’ensemble de I’étude dosimétrique : de la caractérisation des différents parametres
biologiques d’intérét a la méthode de calcul dosimétrique.

Le calcul microdosimétrique a montré qu’une partie, parfois importante (jusqu’a 40%), des
cellules tuées lors de cette irradiation, n’était pas traversée par une seule particule { au niveau
du noyau. En revanche, nous avons montré que le cytoplasme de ces cellules était traversé par
des particules (. Ce phénomene, mis a jour par le calcul microdosimétrique, semble indiquer
une réponse cytoplasmique ou membranaire a I’irradiation a. Il peut également résulter d’un
effet Bystander.

Une derniére étude a montré la faisabilité de la modélisation globale de I’administration d’un
traitement de RIT-(. Ce modéle simple permet d’évaluer I’efficacité d’anticorps radiomarqués
au 2®Bi pour le traitement de cellules tumorale isolées ou de micrométastases mais aussi la
toxicité relative a la moelle. Ce travail a mis en évidence I'importance de la densité de
I’antigéne ciblé & la surface des cellules tumorales pour le succes de la RIT-{. Ce parametre
est un facteur limitant du succés d’un traitement de la RIT-{ et nous avons montré que cibler
un antigene ou un marqueur cellulaire dont la densité est inférieure a 50 000 sites par cellule
sera certainement inefficace. Cette valeur sera modulée de fagon importante par le taux de
pénétration des anticorps dans les micrométastases.

La microdosimétrie permet une modélisation phénoménologique des effets d’une irradiation.
Nous avons étudié cette méthode car elle semblait appropriée dans un contexte d’applications
cliniques ou pré-cliniques de la RIT-{. La prise en compte de la variahilité statistique des
dépots d’énergie dans les cellules apparaissait essentielle pour étudier I’action de particules de
haut TEL, ayant un faible parcours dans la matiére. Cette étude avait deux buts : mieux
comprendre les effets des particules ¢ sur les cellules biologiques et analyser les limitations et
optimisations possibles de la RIT-c.

Ce travail de thése a montré que, dans certaines situations, la microdosimétrie permet une
meilleure modélisation de survie que la macrodosimétrie. Elle s’avére donc étre un outil trés
utile dans la prédiction de ’efficacité d’un traitement. Toutefois, I’analyse de données
expérimentales a montré que les incertitudes pesant sur la détermination de parametres
biologiques indispensables au calcul dosimétrique étaient une limite & son application
pratique. En outre, une analyse mécanistique des effets des particules ( sur la survie des
cellules semble requise pour préciser les paramétres dosimétriques pertinents a utiliser dans
1I’étude de la relation dose/effets. Il n’est pas encore clair, dans le cas d’une irradiation o, que
la dose soit un paramétre plus approprié que le nombre de coups regus par une cellule ou
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I’énergie déposée dans cette cellule. Il convient également de mieux préciser 1’action des
particules { sur les molécules situées dans la membrane ou dans le cytoplasme des cellules. La
méthode de I’analyse de traces sera, nous le pensons, indispensable pour améliorer la
compréhension de ces phénoménes. Il est également essentiel de concevoir et de réaliser des
expériences in vitro et in vivo dédiées spécifiquement a I’amélioration des modéles
dosimétriques.

La derniére partie de ce travail de thése a montré qu’une modélisation simple de la RIT-( était
faisable en utilisant la microdosimétrie. Les limitations et optimisations possibles de cette
modalité de traitement ont été déterminées. Le réel apport de cette méthode est de permettre
une quantification de tous les paramétres importants pour évaluer I’efficacité et la toxicité
d’un traitement de RIT-(. Cette modé¢lisation et ces quantifications peuvent s’avérer
importantes pour la meilleure compréhension d’un phénomeéne qui n’est pas observable
globalement, chez ’homme, par les techniques d’imagerie classiques. Le développement de
ce modele passe par une modélisation dynamique de la cinétique des anticorps radiomarqués
si ’on souhaite s’intéresser notamment a I’***At, qui posséde une demi-vie plus longue que le
3Bi. Une modélisation plus pertinente de la toxicité & la moelle devra étre également
réalisée. Enfin, une caractérisation plus précise de la relation ligand-récepteur devra étre
effectuée in vivo a ’aide de I’imagerie confocale ou de I’imagerie par bioluminescence.
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La dilution limite

La dilution limite est une méthode permettant de déterminer la fréquence de
prolifération d’une cellule dans telle ou telle condition de culture et donc en particulier aprés
irradiation. C’est une technique couramment utilisée en immunologie pour calculer la
fréquence de prolifération d’une cellule capable d’engendrer un clone cytotoxique ou un clone
d’un phénotype donné. Elle permet I’analyse d’une population cellulaire a partir d’un
échantillonnage important plutét qu’a [’aide de quelques rares clones. Outre les
renseignements directs qu’apporte la connaissance d’une fréquence de clonage notamment sur
la survie cellulaire aprés irradiation, cette technique permet d’obtenir relativement aisément
des colonies monoclonales dans des conditions ou les fréquences de prolifération sont faibles,
clones qui pourront constituer un matériel cellulaire de choix pour des études biologiques
(expression de génes impliqués dans 1’apoptose...) et radiobiologiques (radiosensibilité aprés

une irradiation de cette colonie monoclonale...).

Principe

On s’intéresse a ’apparition d’un événement A et a son contraire A’. L’événement A
est I’apparition d’une colonie aprés irradiation. On y associe une variable aléatoire X prenant
la valeur 1 quand I’événement A est réalisé et la valeur 0 quand c’est I’événement contraire

A’ qui est réalisé.

La loi de probabilité de X est :

Prob (X=1)=p
Prob (X=0)=q avecp+q=1 (é9.7)

Si on considere maintenant une série de n épreuves identiques, on appellera Y le
nombre de réalisations de I’événement A au cours des n épreuves. Y est une variable aléatoire

qui peut prendre les valeurs 0,1,2...... ,n. Sa loi de probabilité est :
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Prob (Y=p=C kpkgn-k

pourk=0,1,2...... ,n (€q.8)

C’est une loi binomiale dont une trés bonne approximation peut &étre obtenue au

moyen d’une loi de Poisson de parameétre m = np soit

Prob(X=kK=¢®fmk
Kl

(€9.9)

Si dans une série de puits ou sont placées n cellules, la fréquence de celles qui vont

proliférer est F, alors la loi de probabilité qui régit I’apparition des clones est la suivante :

Prob (¥ =k =¢ PR Fyk
kl (6.10)

Pour des raisons pratiques, comme il n’est pas possible de distinguer au sein des puits
“positifs” le nombre de clone initiaux ayant proliférer, on s’intéresse au terme 0 de cette loi de

poisson, c’est a dire au nombre de puits vides dans chaque situation :

Prob (X=0)=¢e-F-n

(éq.11)
A chaque concentration cellulaire on note le nombre de puits vides, ce qui permet de

déduire graphiquement la fréquence de clonage :
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1/F
100 | | | 1
37 -
10
1

Pour F.n =1, onaF = 1/navec Prob (X=0) = 1/e = 0,37

L’estimation du nombre de puits se fait a vue. Il faudra donc choisir un seuil a partir
duquel les puits sont considérés comme vides pour les valeurs inférieures a ce seuil et pleins
pour les valeurs supérieures. Ce seuil sera déterminé expérimentalement a partir de puits
témoins.
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Détermination du nombre de sites antigéniques des lignées par la
méthode Scatchard

La fixation de l'anticorps sur une protéine antigénique est une étape importante de
l'interaction antigéne-anticorps. On peut mesurer expérimentalement la quantité d'anticorps lié
a l'antigéne en fonction de la quantité d'anticorps libre, ce qui permet de déduire la constante
de dissociation Kd et le nombre de sites antigéniques. Ces parameétres sont des facteurs
potentiellement limitatifs dans le cadre d'une RIT, car ils conditionnent en partie la quantité
de radioactivité qui va pouvoir étre délivrée a la cible tumorale.

[Anticorps ibre 'I

i - = Eqg.1
ax Kd + F\nt/corps,

[4 nticorps é]: [4nticorps Jié ]h

ibre

ou Anticorps lié = concentration anticorps-antigene
et Kd = constante de dissociation anticorps-antigéne

On peut en déduire le rapport anticorps lié/anticorps libre selon la formule suivante :

Fé\nticorpsﬁé] _ Pnticorpsﬁ é]nax ) Fnticorpsll_é]

= Eqg.2
F\nticorps ibre '| Kd Kd

et en faire une représentation graphique selon la méthode de Scatchard, dans laquelle la pente
de la droite donne le Kd et I'intersection de la droite avec 1'axe des abscisses (anticorps 1i¢)
donne le nombre maximal n de site antigénique.

>

Anticorps 4
lié/libre

N » Anticorps lié

Représentation Scatchard de I'interaction anticorps-antigene.
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Les différents radioéléments émetteurs o

Bismuth 213 :

Bismuth _ 13-
T, = 45,6 min Bi

B:14 Me\/\27,84%)

Polonium
T12=4,2 us

Astate 211 :

Astate
211
T,,=7.2h At

213P0

Ecx@iz%)

Polonium
T1/2 = 0,516 S

211P0

209-|-| Thallium
Tip= 2,2 min
B:2 MeV (100%)

Plomb
209
Pb T1/2= 3,3 h

B:06 Me\/\loo%)

Bismuth stable | 20°B;j

207Bi Bismuth
T12=32,9 ans
EC 100%)

297ph | Plomb stable
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Actinium 225 :

Actinium
T12=10 jours

Francium
T1/2 = 4,8 min

Astate
T1/2 = 0,032 S

Bismuth
T = 45,6 min

225AC

ZZlFr

217At

2138i

B:14 MN7,84%)

Polonium
T1/2 = 4,2 HUS

213P0

209-|-| Thallium
Tl/g = 2,2 min
R:2 MeV (100%)
Plomb
209
Pb Tl/z = 3,3 h

B:06 Me\/\ioo%)

Bismuth stable | 209R;j
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Bismuth 212 :

Bismuth 2120
Ty = 6055 min BI

B:08 MN4,07%)

Polonium
T1/2 =0,298 HUS

212P0

208T|

R:0,6 MeV

Thallium

T1/2 = 3,053 min

(100%)

208Pb

Plomb stable
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Radium 223 :

Radium
223
Tye= 11,4 jours Ra

Radon
219
T.p=3,965 Rn

Polonium
215
Tyo=1,78 ms Po

Plomb
211
Ty, = 36,1 min Pb

R : 047 MeV (100%)

Bismuth 2R 2077 Thallium
T1,=2,13 min ' Tup = 4,77 min
R:0,18 MN,S%) R:05 Me\/\PO%)
Polonium 11 207
T,,=0516s Po Pb | Plomb stable
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Terbium 149 :
Terbium
T1»,=4,118 h
149Tb
CE (83,3%)
Gadolinium i
! 149 145 Europium
T12=9,3 jours Gd Eu T12="5,93 jours
CE | (100%) CE | (100%)
Europium 149 145 Samarium
Ti2=93,1 jours Eu Sm T, =340 jours
CE| (100%) CE| (100%)
. Promethium
149 145
Samarium stable Sm Pm Typ= 17,7 ans
CE| (100%)

195N d | Neodynium stable
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TITRE: APPROCHE MICRODOSIMETRIQUE DE LA RADIOIMMUNOTHERAPIE
ALPHA.

La radioimmunothérapie-o. (RIT-ct) est une modalité thérapeutique prometteuse contre les cancers diffus et les
maladies résiduelles. Le court parcours des particules « permet une irradiation spécifique des cellules tumorales.
Ce traitement est également efficace en raison de la forte cytotoxicité de ces particules. En revanche, la dose de
rayonnements délivrée aux cellules d’une tumeur est distribuée de fagon non-uniforme et peut avoir une grande
influence sur le succes de cette thérapie. Un modéle microdosimétrique de calcul des dépots d’énergie au sein de
différentes cibles subcellulaires a ét¢ développé. Il permet le calcul rapide des distributions d’énergie spécifique
dans les cibles considérées et la modélisation de la survie cellulaire aprés une irradiation «. L’apport de la
méthode microdosimétrique sur la modélisation de la survie cellulaire a été comparé & une méthode
macrodosimétrique. La microdosimétrie s’avere étre un outil de modélisation beaucoup plus précis dans de
nombreuses configurations rencontrées in vitro. La prise en compte de la distribution non-uniforme de I’activité
lors du traitement de cellules isolées ou de groupes de cellules va modifier la forme des courbes de survie
cellulaire et ne peut étre négligée. L application de ce modéle a des données in vitro a permis de Vérifier la
grande toxicité des particules o par rapport aux particules 8. Un autre résultat important est la mise en évidence
d’une réponse cellulaire a une irradiation a.. Le modéle développé a permis de déterminer les paramétres clé du
succés d’un traitement de RIT-a. Les indications quantitatives fournies par cette étude peuvent indiquer des
voies d’optimisation de la RIT-c.

Mots-clé: Microdosimétrie, radioimmunothérapie, particules «, survie cellulaire.

TITRE : MICRODOSIMETRIC APPROACH OF THE ALPHA-
RADIOIMMUNOTHERAPY ;

Alpha-radioimmunotherapy (a-RIT) is a promising therapeutic method against disseminated cancers and
minimal residual diseases. The short range of a-particles allows for a specific irradiation of the tumor cells. The
efficacy of this treatment is also high due to the observed cytotoxicity of these particles. On the other hand, the
radiation dose delivered to the tumor cells can be distributed non-uniformly and this can have a great impact on
the success of this therapeutic method. A microdosimetric model that calculates energy depositions within
numerous cellular or subcellular targets has been developed. It allows for the fast calculations of the distributions
of specific energy within considered targets and the evaluation of the cell survival after an a-irradiation. The
impact of the microdosimetric method on cell survival prediction has been evaluated and compared with a
macrodosimetric method. Microdosimetry reveals to be a more precise tool for numerous configurations
encountered in vitro. Taking into account the non uniform distribution of activity at the cell level modified the
shape of survival curves and this phenomenon was identified as an important parameter for treatment outcomes.
The application of this model to in vitro data has confirmed the high cytotoxicity of a-particles in comparison
with R-particles. The second important result is the demonstration of a cellular response to a-irradiation. The
developed tool was also used to determine the key parameters of a-RIT success. Quantitative values calculated
in this study could provide indications on the way of optimizing a-RIT.

Keywords: Microdosimetry, radioimmunotherapy, o-particles, cell survival.
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