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RESUME

L6i nf | a nsorardle dans la formation des métastes cérébrales et les
complications liées a laadiothérapie dans leur prise en charge

Par
Dina Sikpa

Programmes d8ciences des radiations et imagerie biomédicale

Th se pr®sent®e " |l a Facult® de m®denci ne et
du dipléme de philosophiae doctor (Phdh Sciences des radiations et imagerie
biomédicale

Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Léapparition de m®t assde aomaeux tgp@&rd®tancars se sireséeM C )
commeun défi important pour le prolongement de la rémission des patients.
Le d®vel oppement débun cancer est ®troitemer

i nfl ammatoire. Al or s -tunadeu pasricipei & fal progressidni o n
cancéreuse auist e pri mair e, |l a pr®sence dbébune inf
contribuer ° | 6adh®sion de cellules tumor al

la formation de métastases.

La radiochirugie stéréotaxique occupe une place primordiaes le traitement des MC.
Cependantje tissu sain enviroramt recoit une dose significative de radiation et des
complicationsaigués et tardive, comme la radionécrogBN) ou des troubles neurologiques
compromettent les gains thérapeutiques et laiguale vie des patientd. 6 ®t ude des
mécanismes pathophysiologigugde | a r adi on®cr ose est doi nt ¢
étudedaissentprésumenn réleimportantd e | 61 nf | ammat i on.

Dans ce contexte, detravaux de cette these ont pour but de m@mprendre comment

| 6i nfl ammatiacm ulcaRirr®@ebr o nf |l uence l 6environne
développeert de pathologies, ici les MC et RN retardéeNous avons donc mis au point

des modéles animauxe ut i | i s® | 6i ma @ ®it icesipleadménesno d al e a
Dans un premier tempspus avongtudél 6 ef f et doéune i nfl ammati on
MC.L6utilisation de | 6i magerie mol ®cul aire

montrequele fardeau métastatique augmesignificativement en contexte inflammatoire
Le bl ocage de | a Prot ®i nel(\WCAM-tl) né@ust cebeffet Vas c ul .



Ensuitelorsdel 6 ®t W dapgpar i ti on de bi omar queRNfs mol
retardéeen réponse a une inflammation rathduite, | idagerie moléculaire de VCAM a

permis dedétecte une inflammation cérébyeasculaire précédant la détection par imagerie

de laRN.

Les r®sultats obtenus sugg prngestalagurface tee s mo
cellules endothéliales, eragiculier VCAM-1, jouent un réle important dame formation
des métastases cérébrales et potentiellement dans le développement de la radionécrose.

Mots clés; MétastasesCérébrales, Inflammation, Inflammation Cérébr¥asculaire,
Radionécroseyoléculesd 6 Ad h,®siod ®i ne dO6Adh®si edn Vascul ai



SUMMARY

Inflammation, its role in brain metastases formation and radio-induced complications
in their management.

By
Dina Sikpa
Radiation siences and biomedical imagipgogram

Thesispresentedt the Faculty of medicine and heatttiencegor the obtentiorof the
Doctor of PhilosophyPh.D.)degreen Radiation sciences and biomedical imaging

Faculty of medicine and health scienddriversity of Sherbrooke
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

The occurrence ofrin metastasedM) increasesn many types of cancer angpresents a
significant challenge fathe management gatienttreatment

Inflammation is central to the developmeftcancer. While an intreumoral inflammatory
microenvironmentontributes to the acquisition of malignant phenotypes, inflammation a
secondarydistant sites facilitates the adhesioncaftulating tumor celldo the activated
vascular endothelium antd consequent formation of metastases

Stereotactic radiosurge($RS) is commonly used to treat metastatic brain tumors. However,
the surrounding healthy brain tissue receives a significant doadiafion resulting in early
and late side effects sucls aadiation necrosis (RN) and neurocognitive defiaitéch
reduestreatment benefits amqm a t | quality @ kfe. The pathogenesis delayed RNs of
growing interestand a number of studissippors a significant role for inflammation.

Here, the prpose of this thesis to better understand how cerebrovascuiiammation
influences the cerebral environment and leads to the development of cerebral pathologies, in
this case, BM and the delayed RNe therefore have developed animal models and used
multimodal imaging for the study ofdbe events.

We first studed the effect of inflammation on BM implantatidy using molecular imaging
and machine learningye shoved that the metastatic burden increases in an inflammatory
context. Blocking the Vasular Cell Adhesion Moleculel (VCAM-1) mitigatesthat effect.

Then for the characterization of molecular and cellular biomarkers of the delayed RN as a

result of SRSinduced inflammationusingMR imagingof VCAM-1 enabled the detection
of cerebrovasdar inflammation preceding the formation of the necrotic core.

Vi



Our results suggest that adhesion molecules expressed at the surface of activated endothelial
cells, particuldy VCAM-1, play a crucial role in BM formation and potentially the
development oflelayed RN.

Keywords:Brain Metastases, Inflammationgf@brovascular InflammatioRadionecrosis,
VascularCell Adhesion Moleculel (VCAM-1)
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Figure 1. Les cellules dtissu nerveuxLes neurones composés de leur corps cellulaire,
dendrites et axones, les astrocytes, les oligodendrocytes et la microglie (Adapté de
« Human Biology, 12 Edition par Mader S. et Windelspecht M., 2012, p. 71)...7

Figure 2. Représeéation schématique des différentes formes morphologiques de la
microglie.En r ®p onse ° un signal de danger, I
morphologie ramifiée (état de surveillance) a une morphologie réactive en passant par

un état hyperamifié par finalement atteindre une morphologie amiboide

phagocytair e.etal (999 avecipermsissionle Elseviet))........... 11
Figure 3. Repr ®sentation sch®matique de | &
neurovasculae. La BHE est constitu®e de cellul es

basale de péytes et pieds astrocytaires. Elle est entourée de neurones et de cellules
mi crogliales qui vont ®galement influer s
avec Permigen de EISEVIEN).........oo e 13

Figure 4. Voies de transport a travers la BBElon leur nature, les composés présents dans
la circulation sanguine peuvent atteindre le parenchyme cérébral selon différents modes
de transport transcelldte : diffusion pasiwe, facilitée, protéines de transport ou
transport v®si cleiag2006pavec pedmasgian desSpringetiNatore).t

Figure 5. Recrutement des leagtes Aprés leur capture, les leucocysathérent faiblement.
Alors actives, ils adhérent fortement avant de patrouiller et transmigrer a travers la BHE.
( D6 a pr etal, 2000)eayec permission de Springer Nature)...................... 33

Figure 6. Etapes de la cascade métastatigesecellules tumorales doivent se détacher de la
tumeur primaire et envahir le tissu local, rejoindre la circulatonsurvivre. Aprés une
®t ape dbéarr°t dans |l a vascularisation de
parenchyme du tissulzil e et prol i f®rer pour former d
(Achrol et al, 2019) avec permission de Springer MaJU.............coooovvviiiiieennnn. 46
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gur e 7. Pl an de traitement recaUn®dossur un
uniguede 23.Gy ~ | 6i sodose 50 % (2. Y8iNaée@Wd mi n;
1€ G PeITEXION.....ciiiiiiiiiiiie et enenenne 151

Figure 8. Imagerie pondérd@* de la radionécrosémages représentatives ponderéds

de cerveau de souris a 10 (A, E, 1),(B7/ F),19 (C, G) et 21 mois (D, H); avant{B)

et aprés injection ({H) de MPIOsycam-1 ou (I) MPIOscTL. (A-D) Sans injection
ddbagent de contraste, alors que |l es effet
du contraste négatif (région hypoinge) corespondant a la présence de radionécrose
apparait 7 17 mois dans | 6h®mi sph re irra
du contraste n®gati f -Bulgches blanehes). (Ey Apted ~ 21
injection de MPIOs/cam-1, du contrasteégatifapparait & 10 mois (fleche blanche). Le
contraste négatif ici reflete la fixation des MPi@swm-1 sur les cellules endothéliales

activées dans le cerveau:-Kfy Le volume apparent du contraste négatif est plus large

que sans injection. Dans tostées coditions, le contraste négatif est localisé dans

| 6h®mi sph re droit qui a ®t ® irradi®. (1)

de MPIOscL est similaire au contraste sans injection de MPIOs.(A)............. 155

Figure 9. Imagehistopathologiques représentatives des dommages vasculaires et cellulaires

apres irradiation.(A-D ) Léirradiation cause des | ®si
(coloration au bleu deuxol rapide, fleches noires; grossissemehtx, échelle 1.5

mm). (EL) Les dommages vasculaires apparaissent a 17 mois (F, J) avec de nouveaux
vaisseaux, puis des miepavitations (G, K) et enfin a 21 mois (H, L) télangiectasie,
hyalinisation, et héorragies. Les images dans le panneau inféridurgtossissement

20 x, ételle: 100 em) sont des grossissements d
blancs des iMAageSHH. ...........ouuneiieii e eeee e 156

gure 10. |l mages doéi mmunohi stochimie repi
cérébral vasculaire aprés irradiat Des sections de cerveaux irradiés a 45 Gy ont été
marqués contre ICAM. (A-D) ou VCAM-1 (E-H). On peut voir un@augmentation de

| 6expression de ces deux manrR@x)iéhelled00dans |

em) . On peut ® g a | rquage rcellulamebde éOAM eles inserts ma
permettent doappr ®cier | e mar quengeet80 br un)
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gur e 11. | mages doéi mmunohi stochi mi e repr
irradiation. Des sections de cerveaux sain (A et F) et irradiés a 45 &y (BJ) ont été

marqués contre GFAP (astrocytesEAou Ibal (microglie, H). On peut voir une
augmentation de | 6expression de ce2 deux
X, échelé: 100 em). (J) Dans | e cas de | bal, I
mois et est probablement lié & un changement de morphologie des cellules. Les insert

per mettent dbéappr®cier | a mor phol.ds9i e des

Figure 12. Evaluation des changements de perméabilité vasculaire aprés un traitement

pharmacologique par IRM dynamiqu@) A 10 mois les souris ont été injectées avec

des MPIGrg2. Léexpression du RB2 est @B-DBtect®e
Images pondéreddl, (B) avant, (C) apres injection de ®GI PA et (D) apres injection

de NG291et GADTPA. On détecte un rehaussement de contraste lorsqueDd B4

est inject® avec | e NG291. (E) Lobextpressi
confirmée par IHC (grossissemer0 x, échelle 100 & m; i nsert, gro
........................................................................................................................ 160
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INTRODUCTION

1.1 Avant-propos

Les métastases cérebra(®BC) sont les tumeuritracraniennes les plus fréquenteseet
incidencechez les patientsst en augmentatian raison des améliorations thérapeutiques et

aux d®vel oppement s peemetthnd unmraejleur dépistagP@di c al e
| 6hi storique de | 0®vol uti on dedidgreosticdeM&@di e d
corresponden g®n®r al | “ 1 60entr ®e d aosr chamager treh a s e
pronostic sombre associé au diagtic de MC il apparait important de comprendre les

mécanismes qui favorisent leur formatitn' ou amélionet leur prise en charge.

La barriere hématoencéphalique (BHEAr ant i e | 6 ho m®iccetdases e ¢ ®
proprietés uniguee n | i mi ée damgle parénehyrercérébral de composants étrangers.

Il est donc surprenantque les cellules tumorales aient @&cau cerveauPour mieux
comprendre la formation des®/ une caractérisation plus précise des interactions entre la

BHE et les cellules tumales est un prérequis indispensalilette connaissance pourra
éventuellementpermettre le développement de nouled approches thérapeutigue
Notammentlesinteractions déa BHE avec la périphérie en conditsphysiopathologique

(p. ex., durant unaaflammatior) est unélémentd 6 i nt ®r ,°dans s wanditiqngles
leucocytestraversent la BHE malgré leifag u 6 i | spasmdinsalernent accés au

parenchyme cérébral.

Le développement de la radiochirurgie stéréotaxique a changé la priseganddspatients

atteints de MC avec un meilleur cdiier local des tumeurs et une morbidité réduite
comparativement” | a chirurgie déex®r se ou | a r
respectivement utilisées comnstandard de traitement pour les métastases unigue

multiples. N®an moi n s mémendingne,macanieduisadanx radiationséduitles
avantageslutraitement et est assoeig des effets secondaires importategadionécrose et

déficits neurologique®e nombreuses études soulignee r 11 e i mportant de

dans le développement des effets secondaires. La compréhension globale dpdaitéa



de | 6i nf | a-imduitetaiinduire et raoduleples réponses cérébrales cellulaires et
moléculaires en est encore a ses balbutieméfts. n doéam®Il i orer | a pri

patientsune meilleure compréhension est essentielle.

Cette courténtroduction nous permet de sitdercontexte deprésentsravaux deecherche

ayant pour objectif de c¢ompr-wscdarefavorisentane nt |
formation des MC et la rapinécrose dans leur prise en charge. Apres une introdutsion

éléments et concepts utilisés dans cette étudentsprésenté la problématique les
hypothéses eles obj ect i f s. L6ensembl e etdscité dont av aux
Il 6i mpl i c a tsultatnet ledienitationssles Et@les, ce gpiermettra uneuverture

vers de nouvelles perspectives de recherche.

1.2 Le systeme nerveux central

1.2.1. Généralité

Le systeme nerveux central (SNC) est constitué de deux structures principélesn c,®p hal e
prolong® par | a moel |l e ®p ibaité cranienneestidparntiec ® p h a |
centrale du SNC. Il comprende cerveau (ou prosencéphale), le cervelet et le tronc cérébral

(ces deux derniers composent le rhombencéphale). teecaru est | a structur
la plus développée et complexe dapns srganisation. Il se subdivise en diencéphale et

t ® enc®phal e. Le dienc®phale est foretm® doi
| 6 hy p ot tarddis ayumele stélencéphalecomp e n d | 6 h il pdpaontyagempael , e ,
ganglionsde la baset le cortex cérétl. Le cervealest divisé en deux hémisphéres séparés

par la scissure interhémisphérique et unis par le corps calleux qui permet la transmission
d6i nf osintarhémisghérique Chaque hémisphére est divisé en quatre lobestal,

temposl, pariétalet occipital(Legg, 1990)

Les éléments constitutifs du SNC et leur organisgiemnmetentde distinguer la substance

grise (SG- principalement constituée des corps cellulaires, dendrites et axones non
myeélinisés des neurones) et la substance blanché (@Bs t i t u®e de f ai scea

myeélinisés).



1.2.2 Cellules
Le systeme ngeux se compose de deux grands types de cellules: les neurones et les cellules
gliales (Figure 1).0On y trouve également les cellules de la vascularisation, les cellules

neuroendocries et les cellules épendymaires.

Figure 1. Les cellules du tissu nerveuxLes neuronesomposés de leur corps cellulaire,
dendrites et axones, les astrocytes, les oligodendrocytes et la michalzijgtd de< Human
Biology», 12 Edition par Mader S. et Windelspecht M., 2012, p. 71).

1.2.2.1. Lesieurones

On estime que le cerveduumai n se compose doébapproxi mat.i
neurones, cellules hautement sp®ci al i s®es
nerveux(Azevedoet al, 2009) Leur architecture spécifique et caractéristigue membranaire

l eur per met doeffectuer |l a r®ception, Il 6i n
| 6i nformati on sous f QAndersenetd d.,i 2006)u ILes hearone ner v e

comprend



- Un corps cellulaire (ou encore péricaryon ou soma)c 6 e s t l e site da
do®mi ssi on deveusé Il goritient lemayau de lellcle et envoie des
prolongements appelés neurites ;

- Des dendrites prolongements multiples courts et tres ramifiés permettant la
r®ception de | 6information et son achemi

- LO a x o prelongement principal (ou cylindraxe) u i condui t l 61 nf ol
forme de potentiels dbéaction du corps ce
i r®al i se des connexions (®gal ement app
(cellules musculaes par exemple).

Les neurones peewt étre classifiés selon leur formes et leur nombre de neurites en

neurones multipolaires, bipolaires et unipola{@sderseret al, 2006)

1.2.2.2. Les cellules gliales

Les cellules gliales sont 10 a 50 fois plus nombreuses que les neurones et jouent un réle
important de soutien structural et métabolique et de protection contre les corps éfvamgers
Bartheld et al, 2016) Les cellules gliales sont formées de trois types cellulaites

astrocytes, les oligodendrocytes et la microglie.

1.2.2.2.1. Les astrocytes

Les astrocytes sont des cellules de formes étoilées avec de nombreux prolongements

cytoplasmiques diversement riiés. Elles ont un réle de support structural au sein du

SNC et constituentin réseau tridimensionnélu moyen de lewprolongements, elles

®t abl i ssent des interactions avec d es ne

astrocytes. Les astrocytessarent des fonctions @@irvin et al, 2002; Khakh et

Sofroniew, 2015; Kimelberg, 2004)

- Barrierei en participant a la barriereématoencéphalique (BHE) dot A hat o mi e
sera décrite dans la section 1.2.3.

- Régulation de la transmission synaptiquen capturant les neurotransmetteurs, les
astrocytes agissent sur |l a formation de

nerveux;



- Immunologiques$ enagissant a titre de cellules présentatited a n t (CBA)at e s
en participant au recrutement de cellules immunitaires circularstds production
de chimiokines, de cytokines et radicaux libresigtlueront sur le développement

de la réponse immdutaire au sein du SNC.

Du point de vue cytologique, |l es astrocyt es
gliofibrillaire acide (GFAP) qui constitue leurs filaments intermédia{idbrecht et al,
2003; Peknyet al, 2014)

1.2.2.2.2. Les oligodendrocytes
Les oligodendrocytes plus petits que les astrocytes possédent un corps cellulaire rond ou
oval e rdéeont pgauel ques prol ongement s. 'l exi ¢

- Les oligodendrocytes satellites, localisés dans la SG au pourtour des corps cellulaires
neuronaux. Ces oligodendrocytes sont non myélinisants et seraient impliqués dans la
régulationdu microenvironnement neuror@aumann et PhaiDinh, 2001)

- Les oligodendrocytes interfasciculaires localisés dans la SB entre les faisceaux
ddaxones, sont responsables de | a my®Il i
membraneaiche enlipides (70 %) et pauvre en protéines (30 %) enroulée autour de
cetains axonegdBaumannet al, 2001) Ces caractéristiques lui conférent son
caract re doisolant ®l ectrique et ddaug
| &luxnnerveux. La myéline a un réle important dans le maintien du bon
fonctionnement du SNC. Ell e est impliqu®e de
sa destruction ou altération résulte en des affections invalidantes puisque les axones
dégéneérent darles zones démyélinisées du SNC (commsclarose en plagseé

SEP,par exemple).

1.2.2.2.3. La microglie
Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du SNC. Ces sont de petites cellules
en forme do®toi | es q upulatioregpate ®tle avéc ene abortlance 2 0



plus grande dans la SG. Morphalpgement, les cellules microgliales peuvent étre
retrouvées sous trois form@sgure 2):

- Ramifiées: sous cette forme la cellule microgliale est ditequiescente.
Paradoxalementéce s tcelluleda plus motile du SNC,ses ramifications lui
per mettent doéan adnmigaenviroenemeptetrétabdrmles noatacts
avec les astrocytes et les vaisseaux sanguins. En cas de perturbation de son
environnement (agressions ou infiaation par exemple), la microglie ramifiée
devient rapidementactivée, prolifere et se transforme en microglie amiboide
(Davalosetal., 2005; Raivich, 2005)

- Hyperramifiées: la transformton en microglie amiboide est progressive et passe
par une étape de microglie hygamifiée avec une morphologie caractérisée par une
hypertrophie du corps cellulaire, un épaississement dé&gements proximaux et
une réduction des ramifications dis& La microglie hyperamifiée se transforme
en microglie réactive puis en microglie amiboide en cas de dégénérescence neuronale
(Streitet al, 1999)

- Amiboides: caractérisée par une réduction de taille, un aspect de cellule ronde et une
absence de ramifications cytoplasnmaqu elle est indissociable du macrophage
(Kreutzberg, 1996)

En parall 1 e ° cette transformation morpho
s6baccompagne de | eur mi(cpdebyetialp2009ver s | e sit e
D6un point de vue immunol ogique, en sodacti

fonctions deCPA, de phagocytose et de sécrétion de facteurs solubles tels que des cytokines
aussi bien pranflammatoire (interleukine (IL}1, facteur de nécroséumorale (Tumor

Necrosis Factor, TNF-U) q u 0 -<nflaminatoire facteur de croissance transformant
TransformingGrowth Factor, TGF-b , -10),ldes chimiokines (CXC, CC, C et CX3C), des
prostanoides (prostagldines) et des moléculegs yt ot oxi ques (N®noxyde
(Girvin et al, 2002)
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D6un point de vue cytologique, |l es cell ul e
toutes deux la protéine Ibalighized calciurrbinding adaptor molecul&) qui joue un réle

dans | 6hom®o s tdansliees cnailvceiaguuxe dndaeixspr essi on aug
etquiseraun marqueurtled act i vat i (Btreitetal, 2999 gl i al e
]
¥ o= R
Resting (ramified) Reactive (activated) Phagocytic microglia
microglia microglia (brain macrophages)

N

Hyper-ramified microglia
(intermediate stage)

Figure 2. Représentation schématique des différentes formanorphologiques de la
microglie. En répm s e ° un signal de danger, |l es c
morphologieramifiée(état de surveillance) a une morphologiactive en passant par un état
hyperramifié pour finalement atteindre une morphologigkmide phagocytaire(D6 apr s
(Streitet al, 1999)avec mrmission deélsevier).

1.2.3. Barrieres

Le SNC requiert dedrsictures régulatrices permettant de concilier ses besoins de stabilité,

l e transport d e n ettune résdiancecontredes chahgements gle n e |,

| 6®quil i bre ionique, des concentnsnetteurvens doh
réponseaux besoins physiologiques (exercice physique, prise alimentaire) qui peuvent
perturber | 6activit® neuronal e et l a sign
| 6 hom®o st a&sla barriere®é®dibiguadienne (localiséeau niveau du plexus
choropde et de | 6®pith®lium arachnopude) qui
et, la barriere hématoencéphalique (BHE, localisée au niveau des capillaires cérébraux), qui
sépare le parenchyme cérébral de la vascularis@laoott, 206; Kim et al, 2006.
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1.2.3.1. La barriere hématiiquidienne

Les capillaires de lharriere hématdiquidienneau niveau du plexus choroide localisé dans

les ventricules cérébraux contr air ement aux capillaires
serrés et sont fenestrédls sont néanmoins entourgmr une monocouche de cellules
épithéliales, les cellules épendymaires (ou épendymocytes), reliées entre elles par des
jonctionsserrés. Ce sont cesellules qui jouent le réle de barriegalimitantl 6 acc s de s

protéines, dglucose et en contrdlant la réabsorption de certains ions.

1.2.32. La barriére hématoencéphalique

Léoexi stence de | a BHE f %t 88blparderDv el Elplionur | a
(Ehrlich, 1885) 1 | r e ma rcupn iatrawgineese tebcoenujeiaa colorant vital,
chez des rongeurs, diffusait dans tdu s or ganes ~ | lditalgneestpt i on

interprétés comme une faible affinité du colorant pour le tissu cérébral, ces résultats furent
confirmés par son étiant Edwin Goldmann. Ce derniem @jectant du bleu de Trypan
directement dans le LCR, constata la coloration du SNC sans diffusion vers le systeme
périphérique(Goldmann, 1909, 1913upportah | d exi st ence ldgiquene bar
limitant la diffusion entre le sang et le SNC. Le terme de barriere hématoencéphalique apparu
pour | a premi re f oikbBluthenschrarked (Qewandowsky, 196008 x pr e s
mais seulement 21 ans plus tard dans léréittire francophone. La preuve défve de

| 6exi stence de | a BHE et sa | ocalisation ai
gr©ce ° | 6observation par microscopie ®l ecH
entre les cellules endothékak de ces ¢ a p iehdocgtose et s faibld nénables e n ¢ €
de vésicules pinocytigues suggérent une séparation fonctionnelle entre la BHE et les
capillaires(Brightman et Reese, 1969; Reese et Karnovsky, 1967)

La BHE est une interface physique eftabolique dynamique qui, en régulant les échanges

entre le sang et le SNC, assure une protection contre les agents pathogenes et les toxines. Elle
mai ntient | 6hom®ostasie du SNGesnft ®@gdlkeant |

12



de nutrimentsd ®1 i mi nati on des d®chets et | 6entr ®e
périphérig(Weisset al, 2009)

L a BHE est constitu®e par un ensembl e de
neurovasculaireles cellules endothiéles reliées entre elles par des JS, la membrane basale,
les pieds astrocytaires et les péricytes (Fi@u@bbottet al, 2010)

Tight Basal lamina

Interneuron

ARy

) Q_); o
. ([ . \Jﬂk_,_ g A ()
Pericyte it : Astrocyte O N ,\/q)ﬁ
:‘ ‘l‘ “.‘ ‘___/— /&FT ’-’L’f ‘%»
a2 L% Astrocyte 'w't?
En{tljothelial
Perivascular . i
macrophage Microglia
Figure3. Repr ®s ent ati on sch®matique de |l a barri
neurovasculaire.La B HE est constitu®e de cellul es e

de péricytes et pieds astrocytaires. Elle est entowdmdrones et de cellules microgliales
qui vont également influer sur ses fonctioB$ (a p (Ches et Lii, 2012)avec grmission
deElsevie).

1.2.32.1. Les cellules endothéles

Les caractéristiques uniques de la BHE sont déterminées principalement par ses cellules
endothéliales qui se distinguent de celles en périphérie par une polarisation, une desenc
fenestrationla présence de jonctions intercellulaires spécifigiesesel et Vlburg, 2000)

une activité pinocytotique minimakSedlakovaet al, 1999)et un contenu extrémement

riche en mitochondrieldendorfet al, 1977) Cette abondance en mitochondries assure la
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production do®nergie n®cessaire au maintien

la forte activité métabolique des cellules endothéliales.

1.2.32.2. La membrane basale

La membrane basale est produgar les cellules endothéliales et les péricytes et est
compos®e principal ement de <collag ne, de |
protéoglycane¢Engelhardt et Sorokin, 2009 ette composition atricielle assure un réle

de barriére contre le passage de cellules ou macronfedéadésirables. Elle a également

un réle structural de support des cellules endothéliales en permettant leur ancrage et entoure
les péricytes. Une perturbation de la membrhasale conduirait urggaugmentation de la
perméabilité de la BHECardosoet al, 2010; Carveyet al, 2009) ce qui suggére son

importancedans le maintien de la BHE.

1.2.32.3. Les péricytes

Les péricytes entourent lesllules endothéliales avec qui ils partagent la membrane basale
(Armulik et al, 2011) Leur role dans la physiopathologie de la BHE a été peugébtideste
encore a définir. Les péricytes sont des cellules périvas@idaiseciés aux lits capillaires

de tout | 6organi s me, C e p e n dsaan s$ein des sapilaige n t p a
c®r ®braux (7 | a haut e ugendbtbéliales qoBparatvementaup o u r
péricyte pour cent dans les capillairesdesiness s quel ettiqgues), ce (gl

y jouent un role majeuiPardridge, 2005; Shepro et Morel, 1993n laur attribue un rdle

de régulation du flux sanguin capillaire, de clairance et de phagocytose des débris cellulaires

et, finalement, un réle dans la perméabilité de la Bt¢fite derniére étant corrélée au ratio
péricytesc e | | ul es endot bry@yénead, is muent nudleammportant dares ta
stabilisation et la maturation des cellules endothéletids développement de la BHE en
induisant au niveau des cellsle endot h®l i al es | 6expressi on
transport par pinocytoseetd | 6 expr ession de mol ®cul es dbad
déficience en péricytes au niveau du SNC peut entrainer une perte de [@8hdmaret

al., 2010)
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1.2.32.4. Les astrocytes

Population principa des cellules gliales, ce sont les cellules les plus abondantes du SNC.

Les prolongements (pieds) astrocytaires reliées entre eux par des jonctions communicantes

et adhérentes occemt plus de 95% de la surface des capillaires et forment un manchon
contiru autour des microvaisseaux cérébraux, appelie reembrane gliale limitante
périvasculaire> (glia limitans)Owenset al,, 2008; Quintana, 2017l)es astrocytes régulent

les propriétés de la BHE (intégrité et stabilitéx leurs interactions ac les cellules

endot h®l i ales, | a s®cr ®tdieosn JdSe efta d téeewrps essosli
et transporteurfAbbott et al, 2010; S\W. Leeet al, 2004) lls transmettent également des
signasx r ®gul ateurs du flux sangui n dssiony, ®pons
permettant un lien cellulaire entre les neurones et la vasculari€abenmeieet al, 2013)

En conditon inflammatoire, lors de leur activation, les astrocytes modifient leur

morphologie, deviennent hypertrophiques, proliférent et peuvent sécréter des facteurs pro

inflammatoiresq u i participent ° |l a d®stabilisation
des cellules immunitaires p®riph®riques, a
cérébral.

1.2.32.5. Les jonctions serrées

L6®t anch®i t® de | a BadpEseace tlecamplexaesjongiicnels emgent d
les cellules endothéliales, Igsctions adhérentes (JA) et les JS qui restreignent le passage
paracellulairgdZhaoet al, 2015) Les JA sont constituées de protéines membrandeérds
superfamille des cadh®rines via ides pretéindsi e nt
cytoplasmiques, les caténin@Bazzoni et Dejana, 2004Elles se situent ssules JS et
forment une bande dbéadh®r en desJsont tonstituées q u i
de prot® nes transmembranaires (claudines,
-JAM) reli ®es au cytosguelragegonuladdladentsZOr e par
1, ZO2 et ZG3) (Danemaret Prat, 2015; Furuse, 201@ette connexion est importante

pour la polarisation des cellules endothéliales et la régulation de la perméabilité vasculaire.
Des modifications de la composition du milieu extracellulaire ou des conditions

pathologiques varmodifier les JS.
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Il faut noter que bien que la BHE soit prégesur la majorité des vaisseaux du SNC sa
structure peut différer selon les vaisseaux. Par exefapBHE est plus présente au niveau
des capillaire cérébraux que dans les vaisseauXaptérioles) et postapillaires (veinules)

oul ob trouve une desité plus faible de JS.

1.2.33. Perméabilité vasculaire

1.2.33.1. Passage de molécules au travers de la BHE

La présence de JS réduit efficacement le transport paracellulaire a traveE(@iBetmini

et al, 2010) Néanmoins, le fonctionnement cérébral nécessite des échanges entre le sang et

|l e cerveau pour | 6apport de nutri ment s. L
dépemrade leurs poids moléculaires, leur liposolubilité, leurcharget | 6i nt er act i
protéines plasmatiques, les pompes a efflux et les transporteurs. Ce passage est restreint a
quatre mécanisméggigure4) (Abbott, 2013)

- Ladiffusion passivele passage de faolécule ne nécessite pas de transporteur mais
est dépendante de sa taille et lipophilicfiardridge, 1998)Elle peut passer
librement selon son gradient de concentratieong, 2015)

- La diffusion facilitée le passage de la molécule se faia des transporteurs
sa¢ urables, sans d®pense dbé®nergie et sel
transport est régulé par les besoins métaboliques du cerveau et inclus le transport du
glucose (transporteur GLUI) et des acides aminées (MCT1, LAT({§opin et
Gasche, 2003; Deét al, 2005; Ohtsuki €Terasaki, 2007; Sugared al, 2010)

- Le transport facilité ce mécanismautilisant de & ® n e (ATGPi e Adénosine
TriPhosphatg)se fait du sang vers le cerveeades transporteurs
transporteursle solutéSLC1 Solute Carrier Protein) ou du cerveau vers le sanig
des transpare ur s do6ef f | ux 71 (ATR-bindirg rassetiedmitens ABC
| 6entr ®e de(Abb@ertalb2006tKellgtale201)3)

- Latranscytose cb6est | e mode principal de trans
peptides) © travers | a BHE. 1 soagit dec
par un transport vectori el des macr omo

formation de vésiculede transport puis exocytog8imionescu et al, 2009) On
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distingue deux types de transport vésiculaifg la transcytose médiée par un
récepteur (RMT ReceptorMediatedTranscytoss), dans ce cas la molécule doit se

l ier ™ son r®cepteur sp®ci fatfrpgmentFcrd&cept e
IgG) (Sadeet al, 2014) et 2) la transcytose absorptive ne nécessitant pas de
récepteurs spécifiquélku, 2012) Elle concerne les molécules chargées pasitient

(protéines polycationiques comme la protamine et les histones) qui par interactions

électrostatiquese lierontau glycocalyx endothélial chargé négativement.

Water-soluble Lipid-soluble 'C-lu_ceso. "-'rin-:.a El'.kﬂ!.l}idi. Insulin, Albumin, *:-th.ea‘
agenis agents aming acids, Cyclosporin A, transferrin plasma proteins
i 2 nucleasides ALT
90 © i
o ' oQ p
&S .
Blood ] -
' e
Tight l‘
junction 3
'io!i' 7
%, Endarthelium | k- i-

Figure 4. Voies e transport a travers la BHE. Selon leur nature, les composés présents
dans la circulation sanguine peuvent atteindre le parenchyme cérébral selon différents modes
de transport transcellulairadiffusion passive, facilitée, protéines wlansport ou trammsort
vésiculaire D 6 a p(Abbostet al, 2006)avec grmission deSpringer Naturg

Dans certaia cas, comme unaflammation que nous détaillerons daaséctionl.3.1.1.4
i existe un passage paracel | ul geimeteaaum®di ®

cellules immunitaires de pénétrer dans le cerveau.
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Compte tenu des contraintes de tpors de moléculea travers la BHE, on comprend que
cette derni re est un obstacle -~ | 6achemin
Toutefois des strat®gies se basant sur des

vasoactives ont ééveloppées.

1.23.3.2. Modulation de la perméabilité de la BHE

La perm®abilit® de | a BHE ©peut ctre augme
intracarotidienne de solutions hyperosmolaires telles que le mairfNigniwelt, 2004;

Neuweltet al, 1979) Cette procédure entraine un choc osmotique se traduisant par une
déshydratation des celluleadothéliales dont le contern eau diffuserauivantle gradient

de concentration vers | 6ext ®romntelarsaugmadnarg c el |
transitoirement | 6espace entre les JS et f
cérébral (Rapoport, 1970; Rapopodt al, 1971) L6ef fi caci t ® de cette
documentédgBlanchetteet al, 2009, 2014; Doolittleet al, 2000; Fortin, 2014)Elle est

désormais utilisée en routine dans certains centres cliniqgues (hotamm@hti $8S de

| 6 E$§ECHUSe pour am®Il i orer | 6 e(Fdrtin @@OcHortinetalde | a ¢
2005, 207).Mal gr ® | 6i nt ®r °t pour cette technique,
l i ®es ~ | 6i nt er v e nt ispcificite dei la pemrmg@abilisatibne(enteéé - I
ddagents neur ot ox i (§alamnsh etBanksn2®14) 6al bumi ne)

Pour réduire les potentiels effets secondaires, une perméabilisataie, | contrblée et

réversible de la BHE peut étre effectuée mécaniquemient 6 ut i | i sati on d:i
(Abrahaoet al, 2019) Dans cette approche, l Gutilisat
focalisés en une région spécifique identifiée e c un gui dage par | 6i ma
magnétique (IRM) est eplée al 6i nj ecti on de microbull es d:

(Hynynen et Jolesz, 1998; Hynynehal, 2001) Les ultrasons générent des variations de
pressions qui compriment @ilatent les microbulles dans le sang (phénomeéne de cavitation)
causant un stress meécanique sur les CE qui se contractent provoquant un relachement des JS
(McDannoldet al, 2012; Shangt al, 2011;Sheikovet al, 2008, 2004) Lbéaugment at

transitoire de la BHE ainsi obtempermet le passage de petites molécules.
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Uneautreappr oche pharmacol ogi qu@a gesrnt sb avwsarRseo ascu r
particulier, le systeme kinirkallicréine (SKK), impliqué dans de nombreuses fonctions
physiologiques (régulation de la pression artérielle, volémie, inflammation, coagulation,
médiation de la douleur et perméabilité vasculaggun systeme peptidique vasoactif ayant

une action vasodilatatrice sig f i cat i ve. I 1 est compos® d
kallicréines, leurs substrats, les kininogenes et de peptides vasoactifs les kinines qui agissent
sur deux récepteurde récepteuBl (RB1) et le récepteur B2 (RBRRegoli et Barabé,

1980)

1.2.33.2.1 Leskinines

Les deux principales kinines sont la bradykinine (BK) etalidine (LysBK). Les kinines

exercent leurs activités pharmacologiques en stimulant des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G : les RB2 et RB1. Lpeptida BK NH2-
Arg-Pro-Pro-Gly-PheSerPro-PheArg-COOH) et la LysBK sort des agonistes endogénes
desRB2 tandis que la desAtgBK et la LysdesArd-BK sont les agonistes préférentiels des

RB1. La demivie plasmatique des kinines est trés courte (cel&a BK est inférieure a 30

s) pui squbell es S u b ialmlgyeenrapideu pare desdk@igaseted at i o n
carboxypeptidases M/N& kininase ), | 6enzyme de conversion de
kininase | 1), | 0en dsamiepeptidasaNet R{Gampbelletal,( EP N)
1993; Kuoppalat al, 2000)

Des agonistes plus stas, de haute affinité et spécificité pour les RB1 et RB2 ont donc été
développés. Le RMF (Cereport) est un analogue synthétique de la BK se liant
spécifiquement au RB2. Cetteifian induit une augmentation de la perméabilité de la BHE

via la libération de calcium (C#). Bien que son efficacité ait été démontrée en préclinique

(Bartuset al, 1996; Emericlet al, 1999) son administration dans deux études cliniques de

phase Il adonré ces résultats mitigédlack et al, 1997; Cloughesgt al, 1999; Pradost

al., 2003; Warreret al, 2006)

Ainsi, | 6 ®q u i Qobeildd d e BPnivérsiiéede Sleerbroka développé de
nouveaux agonistes des REI6téet al, 2012)et RB2 dont le NG2941[Hyp?, Thi®, N\Chg,
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Thi®] -BK, puissant agoniste du RBflostable qui sera utilisé dans ce proj@élangeret

al., 200; Savardet al, 2013) Des études précliniques chez le rat Fischer implanté avec un
gl i ome F98, ont d®montr® | 6efficacit® de ¢
barriere hématdumorale(Cotéet al, 2010, 2013)

1.2.33.2.2.Les récepteurs des kinines et leurs voies de signalisation

LesRB1 et RB2 sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines

G (Regoliet al, 1980)

Le RB2 est exprim® de fa-on constitedei ve et
cellules, notamment les cellules endothéliales, musculaires lisses et striées, mésangiales,
épithéliales et les fibroblastelsa liaison de la BK au RB2 esissociéerincipalement a

| 6acti vati ong dree d mo py @t I®é nobstaGe de éapHhospolpase o n d
C (PLC). Celleci ménevia | a f or mat i o n -trighésphate IP3) etldu 1, 4, !
diacylglycérol aun influx deCa&* intracellulaire eta| 6 aatian idevla protéine kinase C

(PKC) respectivement. Le €dntracellulaire augmented act i vi t ® des enzym
endothéliales (eNOS) et donc la production de (BOsse et Flemingl996) et active la
phospholipase A (PLA) responsabl e de |l a d®gradati on
prostanoides (prostaglandines et leucotrielies) et al, 1998) Le NO produit dans la

cellule endothéliale active la guaatdcyclase soluble (GMPc). La libération de

prostad andi nes acttcyel alsbcadf@mephat e | a for ma
monophosphat cycl i que ( AMPRBR peutlauss avairidas aftets deléteres
dans | a mesure 0% | 6 a ekBcondaitaiapradudiian dd cgokinesi e Al

pro-inflammatoires.

€ | 6inverse du RB2, |l e RB1l expriméencoodditians i bl e .
physiologiquesmais fortement exprimé au cours de certaines situations pathologiques (dont
inflammation, endotoxine bactériennes, diabete). Il active des voies de signalisation
similaires au RB2mais son activité est associée auxpt ®i nes GUq et GUi

de | dacti vati odb CaipoviehBd2 C4 extracellulaire et la production de

NO est dépendante des enzymes NO synthase inductibles (K@)t al, 2010)
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Danslecontee de modi fication pharmacol ogi que de
du Pr Gobeil a ® uci d® au moyen de | 0i mager
|l es m®cani smes doact i(onmrmoesede signaisationjeclabarsered 6 0 U v €
hématot umor al e sui vant | 6activation des B1R (¢
par des agonistes synth®tiques (section pre@

utilisé pour augmeast la perméabilité deal BHE en contexte inflammatoire

1.23.3.3. Perméabilité vasculaire en conditions pathologiques

Léensemble des protagonistes de | denvironne
BHE fonctionnell e. Chacun doeuunutrepeejouerun nf | ue
réle déterminant en cas de dysfonctionnement et entrainer une modificatio®de& n c h ®i t «
de la BHE.

Les propriétés de la BHE subissent des changements importants en cas de situations
pathologiquestelles que des états inflammatoires en réponse a des agents pathogenes.

De nombreuses études sur les voies de signalisatioggldation et les fonctions des
composants structurels des JS suggeéerent que la perméabilité de la BHE est fortement
influencée par les stimuli produits en cdralis physiologiquget pathologiques tehue le

stress oxydatif (radicaux libres, le NO ou o&pg peroxyde D), les médiateurs
inflammatoirs(IL-1 b, i nt e fof ®FNF e(tl AN)pi di ques (prost a
vasoactifs (histamine, bradykne, facteurder oi ssance de | 6evE@0t h®I i |
acide lysophosphatidiqueLPA ), les agents infectieux (bactéries, toxines, virus, parasites)

et des variations du €4intracellulaire(Danemaret al, 2015;Liebneret al, 2018; Sweeney

et al, 2019) Il en résulte alors un affaiblissement de la paroi vasculaire conduisant a un
dysfonctionnement de la BHE, powa n t all er jusqub” une i nfl
dysfonction neuronale et ultimement une neurodégEscencgde Vrieset al, 2012;

Maiuolo et al, 2018)

L6int®grit® de | a BHE est ®gal ement affect
accidents vascul aires c®r ®br aux, | a mal ad
| 6®pillapsck®Prose | at ®r al e amyotr opgumeugsu e , I
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cérébraleset se traduit par une modification du phénotype endothéliale, un remodelage du

compl exe jonctionnel et une audueenaretalt i on d
2018; Sweenegt al, 2019) En particulier, | 6,aabsaglieylas e d e s
mal adi e de Parkinson et | es crises de®pil ep
ousecondaires ®v | e qudune augmentBHEepmduidenraisom per m
doun facteulrdicoimmammati on et (Skapeetal®2018at eur s

1.3 LO6i nf |l amma t-viaszulairec ®r ®b r o
Le terme doéi nf-vaacolara st otiisé ici®ou® hiécrire le processus
inflammatoire touchant les celldeendothéliales du systéme nerveux et son role dans la

physiopathologt des métastases cérébrales et de la radionécrose.

L6i nf |l amma inflammare(metine lel featest définie par ses cing signes cardinaux,
soitrougeur , T d me, t perteade donction, qui @warréspondent & des
évenements cellulairesiint i ®s par des cascad@ocott, d004bct i vat
2004a) Physi ol ogi gqu e mteas réactionsdimmuiithirasrcoreespondantes
sont des mécanismespamt ant | 6 hom®ostasie (renouvell e
réparation tissulaire) et la protection des tissus contre les agents pathogenes (production de
substance cytotoxiques, cydkines et chimiokines permettant le recrutement de cellules
immunocompétentes). Celte se déroule généralementgumatrep hases dont , (i)
l a suite doéun signal de danger dpgoiri gi ne
mobilise les #Hecteurs primaires (CE, lymphocgtemonocytes, macrophages, cellules
mi crogliales), (iii) | oamplificatquimetentet | a
en jeu les effecteurs secondaires et se caractépae la sécrétionle médiateurs sobles
(cytokines) et enzymes de dégradation (collagénasepr ot ®as e s) pour ® I
initiateur et (iv) |l a r®solution permettant
et tissus mo# et finalementla restauration ddissu léséEncas d o6 ®c hec de | a
résolution, le processus inflammatoire peut évoluer vers une inflammation chronique
pouvantdevenir pathologique(Libby, 2007; Roifmaret al, 2011; Scott, 2004b; Wilson,
2008) LO6i nf |l ammat i on se mani f e saugnentatom@adu flug i ) un

sanguin), (ii) une augmentation de la perméabilité vascuytamivzant menea la formation
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déun doéi1Td me, (iii) une activation endot hd
| 6expression de certaines ®s0 b ®c attoretissbldira f $ U it f

des leucocytes, et (iv) la formation de tissu nécrot{texzhitov, 2007)

On distingue lédibmflea dma t®ie osenmatées d wusi¢upsljours) i e u

I mpliquant | e recrutement de neutrophil es,
chronique pouvant persister plusieurs semaines, mois et méme années, caractérisée par le
recrutement de maqobages(caractériesp a r xpreséian de lalycoprotéineCD68) et

l ymphocytes. Ces deux types doéinflammati on
réponse a deux stimuli différer{fBakeuchi et Akira, 2010)

Au cours doOéune r®action inflammatoire, des
enverguresont i eu qui , disswmavec des capagites rehénaratives normales ne

causat pas de déficit fonctionnel.

Le cerveau est un cas doéexception dans | a m
Afin de minimiser les dommages indaitar 6 i nf | a mmat i asgystamexerveux,| | ul e
les interactions entre le SNC et le systéeme immunitaire se distinguent selon plusieurs aspects

de celles ayant | ieu dans doautres organes.

Historiquement, en raison de : (i) la présence des barrieres hbquadienne et
hématoencéphalgu e, (i i ) ltypicudset @inde eaissaux Criphatiques dans

le parenchyme cérébral, le SNC fut longtemps considéré comme un organe de privilege

i mmu n ,-adicepsars immunsurveillanceBillingham et Boswell, 1953; Galeet al,

2007; Harry et Kraft, 2012; Murphy et Sturm, 192BEpuis, la mise en évidence de (i)
fonctions de sources et cibles de facteurs
les cellules gliales, (ii) réactions inflamatoires dans le SNC associées a de nombreuses
pat hol ogies neurod®g®n®r atives (SEP, mal adi
SNC est maintenant considéré comme un organe inwspécialisé (Engelhardt et
Ransohoff, 2005; Wraith et Nicholson, 2012)
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1.3.1. Mécanismes généraux

Pour comprendre | e rtle de | 06i nfrddiangomaet i on d
il estimportantdedécar | es m®cani smes ddédaction e jeu
ou pathologiques commepar exemplela réponse a une infection. La régulation de

| 6i nfl ammati on est compl ex e,cgtokings,mpnhiakioggu e di f

mo | ® c u hésien, factewsdde signalisation, et métabolites.

1.3.1. 1. Les acteurs de | 6inflammati on

1.3.1.1.1. Les cellules immunitaires

Le syst me immunitaire se d®finit comme | 6¢
concourent a la protection des indivedtontre des agressiondeslque les pathogenes et les

agents infectieuxl est stratifié en trois niveauxes barrieres anatomiques et physiologiques
(essentiellement les barrigr®p i t h®Il i al es) , Il i mmuni t® i nn®
acquisgChaplin, 2010; Nathan, 20Q2)

Les barrieres épithéliales constituées par la peau, les muqueuses et larra@adu SNC

sont ks premiers lignesde d®f ens e d ar lal ppoductigra deissbstances P
bact ®ricides et |l a pr®sence dbébune fl ore
ext®rieur de | 6int®rieur e(@@ardnietmi 202 indeh a p ®n
et al, 2008) Lorsque les pathogénes parviennepasser a travers la protection offerte par

| 6®pi th®l i um (dans | e cas dobébune | ®sion par

| 6i mmuni t® i nn®e.

Le syst me de | 6 mposeude icdluls phagac@ares {neacrophages,
monocyts, cellules dendtiques et granulocytes), de cellules tueuses (celNegsral Killer

I NK) et de protéines plasmatiqugm( exemple, leprotéines du complémen(tyledzhitov

et Janeway, 1997) es mécarsimes de défenste | & i mmée somt pr@&oces et non
spécifijuesq onc moi ns effi caces poursnénanfediéx).ect i or
Issdactiventlorsekentkra metoesBai ssance dbébagents

motifs moléculaires conserveés, les PAMPs ou MAMPathogen / Microbial Associated
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Molecular Pattern$ grace au répertoire des récepteurs PHRttérn Recognition
Receptrs), dont notamment les récepteurs de type-likdl (Toll-Like Receptoi TLR) qui
peuvent éstinguer les PAMPs dérivés de virus, de bactéries, de parasites, de mycedbacteri
ou encore de champignoShaplin, 2010; Heim, 2013; Lotz al, 2007; Riera Romet

al., 2016)

Le syst me de d®f ens e initéacguisgMpedzhitovdtal, 1©3¥n c e r t
En effet, la reconnaissance des motifgerligs mécanismes de défense cellulaire passant par

| 6i nternalisation (phagocytose) des agents
| 6acti vati on driptionf(ldFe tBie Nuclear Fdceora Br ams t ogen Act
ProteinT MAP kinase) eta production de cytokines pinflammatoires. Les mécanismes

de défense acquis sont plus tardifs et fortement spécifiques au pathogéne puisque
conditionn®s gpantgenesdaydenetoal 2006) lees lynmghreocytes sont les
acteurs cellulaires de | 0i mmunit @aceitsgeui s e.
distinguent en lymphocytes B, qui origine de la moelle osseuse et se spécialise dans la
production dbéanticor ps ( sTnoaacériéspRa rh ul mboer xapl ree) s, <
dela protéine transmembranaire CDBJjovenant du thymusgpieuvent r ®gul er
effectrice des p hagoc yviaedss cgdkinesd ((ymphacytee B Il ym
auxiliaires), et aussi éliminer les cellules quisetvend e r ®ser voir ° | 6i nf

T cytotoxiqguesMagombedzet al, 2013; Melman et Steinman, 2001)

Dans | e cerveau, | 6activation de | a r®ponse
endothéliales, des macrophages périvasculaires et des organes circumventriculaires qui
expriment des récepteuds cytokines ou de¥LR (Laflamme et Rivest, 2001; Qua al,

1998) Lbéactivation de ces cellules condui't
prostagl andi nes et radi caux l i bres 0OXYyQg®n:¢
| 6 iumtéinnée cérébratdes cellules microgliales, les astrocytes et macrophages résidents

du SNC qui jouarntle role deCPA et seronta leur tour sécrétrices de médiateurs solubles
(Lampronet al, 2013)
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1.3.1.1.2. Les médiateusslubles

1.3.11.2.1. Les cytokines

Les cytokines sont des médiateurs glycoprotéiques de faible masse moléculaire jouant un
réle majeur dans la communication intercellulaire. Elles sont produites par plusieurs types de
cellules dont les cellules immunitas et dans leas du cerveau, les cellules gliales et les
neurones, en réponse a divers stimuli (généralement une inflammation ou un dommage des
tissus). Dans | e SNC (de m°me quoémum®r i ph®
régulateurs (régulén | 6 a des fonctioris @elludaires ou tissulaires) et neuromodulateurs

via des fonctions autocrines (sur la cellule productrice), paracrines (sur les cellules voisines)

ou endocrines (sur des cellules ou tissus a distdRtagrSalaman, 1991)Les cytokines

exercent leur activité biologique a trés faible concentration, par liaison a des récepteurs
membranaires spécifiques sur les cellutédsles. Plusiars cytokines peuvent avoir des

actions similaires (redondanc¢e} une méme cytokine peut cibler plusieurs types cellulaires

(pl ® otropie). Cette activit® a pour finald.
inflammatoireen jouant suradurée et son intensi(Rothwell et al, 1996) Dans le SNC,

| 6action des cytokines s urophagesacti®Eur cagagts c el |
immuncinflammatoire. On distingue deux grandes classes de cytokines, les cytokines pro
inflammatoires (stimulantes) et les cytokines -amffammatoires (inhibitricesjSzelényi,

2001) Parmi les cytokirepro-inflammatoires on trouvelL-1 b, -O N@&-6 qui jouent

un r*l e i mportant dans | es phases(Caallonni ti at
2001) Parmi les cytokines aritiflammatoires on trouvelL-4, IL-10, IFNU et -b T GF
(Cavaillon, 20Q).

La présence de cytokia@ntracérébrale peut étreduea leur sécrétion par les cellules CE,

les cellules gliales, les cellules immunitaires ou des cellules tumoEdlies peuvent aussi

étre importée de la périphérie. En cliniquades infections traumatismes craniens ou
accidents vasculaires cérélxapeuvent causer une altération de la BHE, un afflux de
cytokines et de cellules immunitaires contribuant aux manifestations neurologiques
(Golding, 2002; Hinsonet al, 2015) En particulier, il existe un lien étroit entre

Il 6i nfl ammati on, | & et mrglooseuEntconditions ghysiologyques, kli n e

existe un équilibre d@re cytokines pr- et anttinflammatoires etdong entreles signaux
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neur od®g®n®r ati fs et neur oprotecteurs. Lor
mal adi es neurod®g®n®r atives (SEP, mal adi es
émotionnelset comportemenx (dépression), des concentrations élevées de cytokines pro
inflammatoires (TNFU , -6 IEN-"Y)sontrelevées(Amor et al, 2010; Dantzer, 20097

| 6 o p dao ®®entration de cytokiseantrinflammatoires (IL-10) est inversement
proportionnelle a la progression de la S¥Bn BoxelDezaireet al, 1999)

Les cytokines participentail®v el oppement de | 6i nfl ammati on
i nduire | 6expression de mol ®cul es dobéadh®si
| 6extravasation et | e recrutement des | euco

1.3.1.1.2.2. Les chimiokines

Les chimiokinesune sougamille de cytokines, sont des cytokines clatactiquegBorish

et Steinke, 2003Elles sont produites par plusieurs types cellulaires, principalement par les
leucocytes et leurs récepteus sont essentiellement expriraépar ces derers. Les
chimiokines régulent donc la migration (chimiotaxie) et I'état d'activation des leucocytes.
Elles représentent une famille de petites protéines solubles d'emifkBa caractérisée

pa la présence de deux ou quatre cystémess positiongonservées. Suivant la position

des cystéines, elles sont classées en quatre groupes: CC, CXC, C ¢Max8waniet al,

2004) L6interacti on dsaéepteunsijome um kdle mmpatanbdaresda | e u
mi se en pl ace doéun emmedtpilaitédmantmimleschimiekinase . No

sont modulées a la hausse situations neuropathologiqu@dinghetti, 2005)

13113 lesm| ®cul es doéadh®si on

A la suite de la reconnaissance de pathagigne | es cel | ul es i mmunitai
des cytokines et des chimiokines qui modifient les moléatlésa d h ®s i on expr i m
surface des cellules endot h®l i ales, ,qubouti s
a leur tour sécrétent des cytokines et des chimiokines,agnplifierontainsi la réponse
inflammatoire.L.e s mo | ®c u |l et indpbrimardeld@ns lemratessus dpassage

transendotélial des leucocytes. Elles peuvent étre regroupées selon quatre fartgles
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cadhérirs, les sélectines {Eet Rselectine), les intégrines et la superfamille des
immunoglobulines (VCAM Vascular @Il Adhesion Moleculel, ICAM i1 Inter-cellular
adhesion moleculel et PECAMi Platelet endothelial cell adhesion moleculéuck,
1992)

1.3.1.1.3.1. Les cadhérines

Les cadhérines sontes glycoprotéines de surface a un domaine transmembranaire qui, en
présencede @i nt er agi ssent de fa-on homotypiqgue a
r®gul er | 6 a d iS&pnialoen al, c2@0PB)| Gette afamille est principalement
constituée de £ N-, et VEcadhérineg identifiées dans les tissus épithéliaux, neuronaux et
endothéliaux vasculaiserespedvement. LaVascular Endothelial(VE)-cadhérine (ou
encore cadh®rine 5) est expri mPe par | es c
vasculaire. Comme les autres cadhérines, elle sddison extrémité intracellulaire aux

caténines permettant taodulation du cytosquelette nécessage autre™ | 6 ®t abl i sse
ddébun contact f e(KobielaketFtichse200d)es cel | ul es

Une modi fication de | 6expression des cadh®r
notamment une diminution de ladadhérine accentue le aatére invasif des tumeuiBerl
et al, 1998)

1.3.1.1.3.2. Les sélectines

Les sélectinesont des glycoprotéines membranaires intervenant dans les mécanismes
doéi nt er a ecellulegcomneekrs bdes phénomeénes inflammatoires. La famille des

s®l ectines comporte trois memblaBElectndfnt i fi ®
CDG62E, au niveau des CE activées), asédlectine (ou CD62L, au niveau des lymphocytes)
etlaRs ® ectine (ou CD62P, au ni v eMcikverd20@2; pl aqu
Mann et Tanaka, 2012) a Pselectine est stockée dans les corps de Weiaklde. Son

exposition, apres fusiodes corps avec la membrane plasmique, est trés rapide (quelques
minutes) en réponse a une stimulatfglestweber et Blanks, 1999u cours du processus

inflammatoire, les sélectines sont principalement responsables du roulement leucocytaire.
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Les sélectines seraient une cible idéale dans les traitementsaladies inflammatoires

(asthme, arthrite, psoriasis) et la réduction des métastases. En effet, les cellules tumorales
expriment a leur surface certains ligands des sélectines, comme le motif sialyl (skwis

ou le RSelectin Glycoprotein Ligan@®SGL)-1 ( ou CD162) permettant |
CE(Wilhelmet al, 2013) Des études démontrent leur réle durant les processus de migration

et d o6 ambthnm®entdans la fomation des métastases du cancer du pouiimarta et

al., 2007)et du seir(Jeschkeet al, 2005)

1.3.1.1.3.3. Les intégrines

Les intégrines sont déstérodimee s gl ycosyl ®s transmembranai I
uni t® al pha -Unli)t @ tPakcifeal al(@D08) Ine $onction principale des

i nt®®grines est do®tablir une | iaison direct

(MEC) qui estesseritlle a lasurvie et a la prolifération cellulai(@ones et Walker, 1999)

Ell es participent ®gal ement =~ (BéndaddiBdssigon c e
2012) Certaines nt ®g r i wbeasissidppettavery Late AntigeifVLA) -4) peuvent se

lieraddéasamaogle®cul es doéadh®sl et VCAM-&. |Cesénteractionse | CA
per mettent une adh®sion ferme des | eucocyt e

(JohnsorLégeret al, 2000)

Les intégrines sor@xprimées a la surfaceentre autresles leucocytes, des CE et des cellules
tumoralegBendast al, 2012) Leur présence a la surface des cellules tumorales est corrélée
a la dissémination des cams du sein, du poumon et du mélandPascho®t al, 2009)et

| 6 ®c happememotr adl eess d@eidédanRessark2009)

1.3.1.1.3.4. La superfamille des immunoglobulines

Les membres de la superfamille des immunoglobulinesoueer plusieurs familles de
récepteurs se distinguant par leur nombre de domaktescellulaires qui présentent des
homologies de séquence et de conformation avec ceux des chaines lourdes et légéres des

immunoglobulines(Wright et al, 2004) Elles sont impliquées dans dedenactions
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homotypiques (deux molécules identiques), hétérotypiques (deux membres différents de la
m°me famille), ou avec des ®I ®ments dobéautre
par exempleVCAM-1 s 6 a s s 0 c i-4¢ Laasupertamilé ldés imunoglobulines

comprend les JAMs, PECAML, ICAM-1 et VCAM-1.

Les JAMs exprim®es ° | a surface des CE sont
cellulecellule, cellulemat ri ce et sont i ndi spensabl es
(Haarmanret al, 2010) Elles peuvent sédr avec des intégrines (dont ViAetLymphocyte
Functionassociated Antige(LFA)-1) et dans ce casllesparticipent™ | 6 extravasat.i

leucocytes.

PECAM-1 est exprimée a la surface des leucocytes, des plaquettes et des CE. Elle a un réle
danslem ntien de | 6endot h®l i um, | 6extravasat:i
travers la lame basa{®uller et al, 1993; Thompsoet al, 2000)

ICAM-1 (CD54) est une glycoprotéine transmembranaire ubiquitaire exprimée de maniere
constitutive 7 |l a surface des CE &et- des |
inflammatoire (TNFU, DBNFLIbl) lpapolysaccharidéLPS), cetteexpression est

fortement augmentée. ICAIM existe aussi sous une forme soluble, sSICAMorrespondant

au domaine extracellulaire clivé par protéol{détkowska et Borawska, 2004).e réle de

cette forme de ICAML ndest p a selle esb déteci® dansndes pathologies
inflammatoires (arthrite rhumatoide, athgclérose et cangeet pourrait étre un marqueur
pronostic(Tanre et al, 2002; Wallen, 1999) Le Iigand principal e !
exprimée principalement par les lymphocytes, les monocytes et les neutr@ihitesne et

Ricevuti, 1995) ICAM-1 p e rextmvasatiord de sederniersvia son interaction avec

LFA-1 et participe également a la formation de la synapse immunologique et au remodelage

du cytosquelettéDudek et Garcia, 2001; Nt al., 1999)

1.3.1.1.3.4.1VCAM-1
VCAM-1 (CD106) est une glycoprotéine transmembranaire de 110 kDa de la superfamille

des immunoglobulines & 7 domaines extracellulaires de type C2 reliés entre eux par des ponts
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disulfures(Cook-Mills, 2002; Cybulskyet al, 1991; Vonderheidet al, 1994) Uneversion

alternative de VCAML est ungglycoprotéine transmembranaire de ldDa a 6 domaines
extracellulaie s est g®n ®r ®e par ®pissage alternatif
forme soluble de VCAML (sVCAM-1) a été détectée dans le surnageafileumaines en

culture et dans le sang des patients atteints de certaines conditions inflammatoiresecomme
choc septique, | 6asthme bronchi quéKoizuma SEP
et al, 2008; Matsuda, 1995; Pigat al, 1992)

VCAM-1 a ®t ® tr s c @volstienret|&s foanes ncuonesr (st etdseuris) 6
possede une forte homologie protéiqua éotme humaine (77% et 76% respectivement)
(Carlos et Harlan, 1994; Muller, 2002, 2011)

VCAM-1 fut observée pour la premiere fois par Osborn et collaborateurs sur les cellules
endothéliales aprés exposition aux cytokinesipflammatoires TNFUet IL-1b (Osbornet

al., 1989) A la suite decestravaux, une atre équipe démonta | 6i mpor t-ance de
dans | e m®cani sme dbéextravasation des | euco
Son ligand princttpmali se tl [ledipretu®g ®igrae eimeAh t |

U 9 b(CookMills, 2002). L6i nt ®4 mteragé avecLVEAML en se liantaux

domaines 1 et 4Osbornet al, 1989; Rice et Bevilacqua, 198%)a liaison a VCAML1 est

régulée pat 6 ®t at dbéactivation des int®grines. L
VCAM-1, alors queleur conformation & haute affinité induine adhésion ferme a

| 6endot h®l ium capable de r®sister 7 l a for
VLA-4 avec VCAM1 semble jouer un réle déterminant dans le recrutement lymphocytaire

aux sites doinfl am@aockMilsetalc20¥lpni que du SNC

VCAM-1 est exprimée par plusieurs types celluknent, les CE activees, les cellules
épithéliales, les macrophages, les cellules dendritiques, les ne(Fastsr, 1996)Son
ligand principal, VLA4, estprésent cheles monocytes, les lymphocytes, les macrophages,

les cellules NK et certaines cellules tumorales.
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1.3.1.1.3.4.1.1. Expression de VCAM

LoOex pr es s i o-bh estdfaibledt CeleMide ICAML est élevée & 6 ®t a't basal

| 6 endot h @ihulée®eerschaen et &urie, 1994; Swerliekal, 1992) L @ssignp r

de VCAM-1est induite par des cytokines (dont les acteurs principadxBL, eW) ,T NdFe s
taux élevésd 6 e s péadativessd e | 6 0 x y g Reastive( Xy@& Specdiesu de

glucose, des molécules de la matrice extracellulaire et la stimulatioobigicne des OR

(action du LPS)YCookMills et al, 2011; Mayetet al, 1996) Léactivation dit
VCAM-1 est régulée par les facteurs de transoniphiFa B~ (ctiomgarlL-1 b o uw TNF

U) -1®fAp-1. VCAM-1 peut également étre libérée de la surface endothéliale par clivage

par la désintégrine et métalloprotéinase 17 (ADAM1@gnérant ainssa forme soluble

sVCAM-1. Celleci est utilisée commeiomaqueurdd umauvais pronostic de certaines
maladies. En effet, les taux plasmatiquessd€EAM-1 augment ent avec | 6
| 6endot h®l i um dans (@CeokMitsratalr, 20113 es pat hol ogi e

1.3.1.1.3.4.2. Réles de VCAML

VCAM-1 joue un réle critique dans le recrutemees leucocytes au site inflammatoire. Son
expression est @pment impliquée dans les maladies cardiovasculaires et le développement
embryonnaire du systéeme cardiovasculaire. En particuilner,inactivation du gene codant

VCAM-1 est létale.Les souris VCAM-1 knockout ne survivent pas a causkd6 u n e

malformationdr c T ur . D a atkérosclérose/&AM-1dest la lprémiere molécule

déoadh®si on expri mPRe dans | e d®vel oppement d
progressionCook-Mills, 2002). Son potenti el I|pnomation dadsilema ger |
cadre de cette maxpla&dMoAteeaet a,@0i7)l | le e s p r®d SBs i €0
VCAM-1 est aussi i mpl i qu®desgae sl @aratuh rietse prat

dermatite, le rejet de greffes, les métastases du poutndeseos, et les maladies auto
immunes( F e r jetah POi3; Foster, 1996; Taichmanal., 1991) Dans ce dernier cas,

des modeles précliniques de SEP montrent que le blocage de MCAM n hi be | 61 nf i
des leucocyte§Cook-Mills et al, 2011) De concert avec ces résultats, dans des essais
cliniques, le blocage deiont ®gr i ne U4 aAlataizumat)eéluit eemrechutes r p s

et la progression de la maladie (égadat dans le cas de la maladie de Crohn). Néanmoins,

le traitement de la SEP avecNatalizumab est compliqué paslrisques de causer une
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leucoencéphalopathie multifocale progressive rare. En raison de ces effets secondaires, il

existe un besoin de caés alternatives@ r | i mi t er | 60i nfl ammati on
Des cibles potentielles seraient VCAM elleméme ou des intermédiaires de sa

signalisation.

1.3.1.1.4. Interaction des cellules immunitaires avec les CE

Les cellules endothéliales sonus®e s ~ | 6i nt erface entre | es (
et |l es tissus. ! néest donc pas surprenant
I 61 dAhSoadiet ab, @017; Pober et Sessa, 2007) Pl us pr ®ci s®ment ,
des mol ®c ioh wiliséesidans khinkesactions bidirectionnelles entre les leucocytes

et les CE au niveau des CE dans la zanfamméed i ri ge |1 6infiltration
ces zones. Léinfiltration des | euc@caytes s
capture et | e roulement des | eucocytes | e |
des | eucocytes, ( 3) l 6arr °t et | 6adh®si on

leucocyte (Figur®).

| LFAI-ICAN
YLA4-VCAMI

| o B,-integrin-MADCAMI
[selectins |

PSGLI [Selectin |
VLA | (signalling |Chemokines
Activation
Capture
Sloww
Rollmg wolling Arrest

FECAMI

Co99

JAMSs ICAMI
ESAM PECAMI?

Paracellular and transcellular

transmigration

Paracellular

) @ (é\(ﬁ}

Endothelial cells Basement membrane

Figure 5. Recrutement des leucocytes Apres leur capture,

SRC kinases s ’
PI3K | MACI
VAV, VAVZ, VAV3 HICAMI
Adhesion
strerigthening,  Intravascular
:pread ’b craw 'h
( ) (9

.. 0] 0O J

.

les leucocytes adhérent

faiblement. Alors activés, ils adherent fortement avant de patrouiller et transmigrer a travers
la BHE. © 6 a p(ley e$ al, 2007)avec grmission de Sprger Nature).
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1.3.1.1.4.1. Capture etutement

La premiere étape de contact entre les leucocytes circulants et les CE est la capture et le
roulement « rolling ») . El'le fait principalement interyv
sur | 6 e nvdsoutaire@vVec leumligand leucocytaR8GL-1 (McEver, 2002, 2015)

La formatbn de liaisons faibles entre ces deux derniers corabiundélux sanguin résulte au
roulement et au ralentissement progressif des leucocytes sur la paroi vasculaire. De fagon

inattendue, le roulement des leucocytes ne semble pas étre une étape limpaotesius

déinfiltration | eucmélyiquas de 8EP, iItacéwe snongéele mod |
bl ocage ou | 6abses®keddterprbbeqone de tauPem
l 6infiltration des | eucoc)apregiesson de taenaladie d i f i

(Kerfootet al, 2006; Takeshita et Ransohoff, 2012)

1.3.1.1.4.2.Activation des leucocytes

Léexpressdi mhnhoklienes par l es CE per met | 6act
roulement. Cette activation se traduit par un changement de conformation des intégrines
exprimées par les leucocytes, résultant en une itinade meilleure affinité avec

| 6 e n dum vabc@laire.

1.3.1.1.4.3. Arrét et adhésion ferme
LO®t ape ddoactivation per met une stabilisa

immobilisation sur la paroi vasculaire. Les cytokines et chimiokines pesdioitalement

causentune augmentation dd® e x pr e s s i-bat dedV&@AMILA Ms u r | 6endot h
vasculaire. Les interactions LFHICAM-1 et VLA-4/VCAM-1causent 6 arr °t et | 6 a
ferme des | eucocytes et, | 6 ac fois auaniveawodes de c-

leucocytes et des CE) eegssairs a la transmigration Contrairement au roulement,

| 6adh®si on est une ®t ape c(Fadinocketaleldg@)dParr | 61 n
exemple le Natalizumab utilisé dans le traitement de la SEP cible MLdui a un réle dans

| 6 ®t ape d 6 a dAvaRts deo transnfigeer, res .leucocytgsatrouilleront sur

| 6endot h®I i um pour i dresmigratidni Gette éthpe sesfaiatue o pt i

gradient de chimiokines et permet aux CE de
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1.3.1.1.4.4. Transmigration

Le passage des leucocytes a travepgtai endothéliale peut se faire de maniere trans

par acel |l ul aire. Dans | e cas dbébune transmigr
forment des protrusions membranaires (podosomes) invasivesogueéssenau sein de la

CE, (Carmanet al, 2007) et avec | 6i ntervention des prot ®;
atteignente compartiment tissulaire. La transmigration par voie paracellulsifetement

limitée par la présence des JS. Elleesedépd ant e d 6 u n e laeoncgninaiont at i o
intracellulairedeCddans | es CE (permettant | eur contr.
membranaire de PECAN, fortement exprimé au niveau dekS, résultant en une
accumulation des leucocytes au niveles JS et leur transmigratigtuanget al, 1993; Ley

et al, 2007; Muller, 2003)

1.3. 2. L6i nf |-asoulesrd dans la foen@tiorRdesrnetastases céaalds

Le I'ien entre | 06i nf | atifddasl1B68 par \érchoBakwiked nc er &
Mantovani, 2001)Ce dernieren observant une augmentation de la croissance cellulaire en

pr ®sence de certaines classes doirritants o
émitl 6hypoth se que | 6inflammation chronique
et contribuer a la progression tumordalkwill et al, 2001) Parallelement augrogrés

importants réalisés dans la compréhension des caractéristiques des cellules cancéreuses des
progrés ont été réalisés dans la compréhension du cancetr gnetamaladie multifactorielle.

Hanahan et Weinberg résument les caractéristiques du cancgpauisent le concept de
microenvironnement tumoral,gdar la suited 6 i nf | ammati on associ ®e
maintien et la dissémination du can@idanahan et Weinberg, 2000; Hanahan et Weinberg,

2011) Ainsi, la prolifération de cellules a elle seule ne provoque pas de carasrune

prolifération cellulaire soutenue dans un environnement riche en cellules inflammatoires, en
facteurs de croissance, en stroma activé et en agents favorisant les dommages a I'ADN,
potentialise et / ou favorise le risque néoplasi@missens et Werb, 200Bn ce sens, une

tumeur agirait comme une plaie qui ne guérit pas. Lors d'une Iésion tissulaire associée a une

blessure, la prolifération cellulaire est accrue tandis que le tissu se régéarpdifération
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et linflammation disparaissent aprés I'élimination de l'agent agresseur fou da la
réparation. En revanche, les cellules en prolifération qui subissent des dommages a I'ADN et
/ ou des agressions mutagénes continuent de proliféreddamsicroenvironnements riches

en cellules inflammatoires et en facteurs de croissance @uwrdee qui favorisent leur

croissanc€Dvorak, 1986)

Aujourdoéhui l e Iien entre | 6inflammaition et
reste beatbup dem®c ani smes mol ®cul ai res eaexmoeelr | ul ai
(Coussenst al, 2002; Greten et Grivennikov, 2019)e cerveau, comme décrit dans la

section précédente, représente un environnement einiiyu fat de sa composition
anatomique et cellulaire singulieret peu de données sont disponibles concernant le

m®cani sme dbéentr®e des cellules tumoral es d

Léune des hypoth ses principalcélslestaoomiesr nant
dans le parenchyme cérébsaiggereq u 6 e | | e sapablesrdamiraen partiellement le
comportement des leucocytes lors de leurs interactions avec les cellules endothéliales lors du

processus inflammatoi®lecharzet al, 2015; Wilhelmet al, 2013)

1.3. 3. L6i nf |-asoueird dans ke cadr®de Gbiadiothérapie

La radiothérapie externe est une méthdddra t e ment du cancer repos.
de rayonnements ionisants (RDepuis ses premiers développements dans les années 1900,

les r®sultats de |l a radioth®rapie se sont ¢
de doses plus élevéean madleur contrble de la tumeur et une réduction des effets
secondaireqJaffray, 2012) En dépits de ces améliorations, les complications restent
importantes, notamment dans le cas des traiterpantsdiochirurgie stéréotaxiquel des
dysfonctionnements cognitiféduisenta qualité de vie des patier(tgliyatakeet al, 2015;

Patelet al, 2014; Valk et Dillon, 1991)Une amélioration de la prig charge des patients

sera dépendante de la compréhension des réponses cell@hiresléculaires du

microenvironnement tumoral la radiation.
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Les RI sont des rayonnements corpusculaires ou €électromagnétiques qui avec une énergie
suffisante sont cagilesd 6 i oni ser ou exci ter |oasenaldsomes d
des dommages didalectrsad’i al gusrBshilecela jedbéeation de

radicaux libres pouvant interagir avec les biomolégutelsiisant encordes mutations ola

survenue de la mort cellulaif@uressoret al, 2003) La sévérité des dommages induits par

la radiothérapie dépend de la radiosensibitit®,la capacité d réparation etlu taux de
prolifération cellulaire. Ainsi, des tissus a renouvellement lent comme le tissu nerveux
présenteront des dysfonctionnements tardivement (sauf en cas de trés forfeldase) n,v e r s e
des tissusurenouvellement cellulaire rapd épithélium, moelle osseugggsenteront des

affections rapides. En fait, les effets de la radiothérapie résulterd 6 u n e casc
®v nementiell e (ou dansladuelldesetfets dicedsgdysfonotianeun t s )
mort cellulaire) se traduisanapunephaseaigués ont sui vi s dbéeféets i
par la sécrétion de médiateurs inflammatoires agdissan le microenvironnemengt

notamment sules cellules non Iéséegouvant mémeonduire a leur morDenhamet al,

2001) Effectivement, apidement apres une exposition aux Rl, une cascade de cgtekine

de chimiokinsest initiée dasles tissus exposés. Ces médiateurs augmentent et maintiennent

|l a r®ponse inflammatoementet d@amti of p@ammat i
conduisant a des lésions radimuites (McKelvey et al, 2018) En coordination avec
déautres m®di ateurs mol ®cul aires et eel |l ul &
inflammatoires (Ik1 b ,-6, TNFU) , v a s ¢ u | Fibioblast SroWthNF&c®r- FGF,

TNF-U Jet, immunitaires (IL-2, IL-4, IL-7), ou encoredes réponsesro-fibrotiques (IL-6,

TGFD) et antiinflammatoires (IL-4, IL-10, TGFb pour r est a u r(KaKeMeyo h o m®o
et al, 2018)

Commepour toute irradiation localiséeads un traitement de radiochirurgie stéréotaxique
(RCS)| 6obj edcGogdgt iensitser | a déiwée a theaumeuatpudb enn e me n
minimisant & dose au tissu sain et le volume de tissu cérébral sain iri@iamoins

| 6atteintesedési nPystabsei prt est ge®MmMAfsatri ce
Comparativement ° I 6 i r, lesacdmplications tardivelges @ pah a |l i g L
RCSsont r®dui tes mai s cogndiast ltee™ nt é a mpeasr i ft 0 oot
radionécrose tardive demeuted ut i | i s ades aoimauvd germe @i dent i fi er
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mécanismes impliquali) deslésions vasculairesij) des Iésiongliales, ef(iii) des atteintes
déor dr e | mcauséepdr degreagtiores inflammatoires

1.33.1. Effets sur la vascularisation

Les CEfontpartedesst ruct ures cellul aires | es plus r
mort des cellules endothdks selon divers mécanismes. Plusieurs étirdesro etin vivo
montrent qubune apoptose rapi dreexpasion&de e st
fortes doses (10 Ggtestestimg™ 15% dans | es premi (Bravse 24 h
et al, 2005; Pefiat al, 2000; Reinholdet al, 1990) Cette mort cellulaire serait due a

| 6activation de | 6aci deaugmentatiom dgeocénariides qua s e ¢
induisent des voiepro-apoptotiguegPefaet al, 2000) L 6 apopt ose sbdaccomp
forte inhibition de la capacité de prolifération des @ik va contribuea une augmentation

de la perméabilité¢ delaBHEe | a f or mati on doéuhai d omenavasao
thrombus plaquettaire et fibrineux, une pr ¢
fibroblastes (Rahmathullaet al, 2013; Remleet al, 1986) L 6 e n s e mes phénordéaes

résulte en un rétrécissement et une occlusion des vaisseaux, une nécrose fibrinoide, et la mort
des cellules gdcentes responsabkdes symptomes et signes aljnes de maux de téte,
convulsions, confusion ou léthargie qui refletent une augmentation de la pression
intracranienndRahmathulleet al, 2013) L 6 a p o gstaussdeectement liée a une forte
augmentation dia perméabilité de la BHHaunec a s ¢ a d e alfidh deulagproéuntibn

de ROS de cytokines dodéami nes vasoact i wede régulatios eéta mi n e
surexpression de VEGEI et al, 2001; Nordal, 2004).esCE survivantes en sécrétant des

cytokines preinflammatoires permettent le recrutement accru de cellules circulantes

(plaquettes et lymphocytes Les changements dans | e statu
faciliter la transmigration des cellules immunitaile§ me en | 6absence de d
BHE. Plusieurs ®tudes r1r®v | ent gue des dos

directement les E qui augmentet leur expression de ICAM, VCAM-1 et Rsélectine

(Balunaet al, 2006; Gabeet al, 2003; Leeet al, 2010)L 6 augment ati on de | 0
ICAM-1 rapide (desth apr s | 6irradiation) et persi st
| 6i rradiati on) et son rlle dans |l a r®gul at

contribuerait a la lente résolution du processus nRetil@mmatoire.
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Ces lésions endothélialpsecoces conduisent a des Iésions vasculaires plus tgpdwesnt
survenir des mois vardesannés aprées les domnggs initiaux indus par les radiations et
comprennent des télangiectasies, une dilatation microvasculairepaississement et une
hydinisation de la paroi vasculai(Buruseet al, 2015; Green&chloesseet al, 2012; Jiang

et al, 2015) De tels changements peuvent déclencher des accidents vasculaires cérébraux
ischémiques, des micigaignements et des modifications flex sanguins cérébux

associés aux symptémede détérioration cognitive.

1.33.2. Effets sur les cellules gliales

Dars | 6hypoth se doéeffets directs sur | es ce
important. Les oligodendrocytes maturelgrivent des cellules progénitrices QA
(oligodendrocyte typ@ astrocytg qui affectées par les Rl perdent leur capaejpéoductive

entrainant une incapacité de remplacement des oligodendrocytes résultant en une

démyeélinisation et une nécrose de la safist blanch@Panagiotakost al, 2007)

Léact i v aastriooytes em eBgonse aux Rl se traduit par leur prolifération, une

hypertrophie de leur noyau et corps cellulaire etaimeg ment at i on de | dexpr
(Wilsonet al, 2009) Dans des mod |l es pr®cliniques doli
| 6augmentati on de | 0 efoispaige @ans lesnpremieres GAFMAE& e st

chronique (45 mois) (Chiang et al, 1993; Honget al, 195). Ces astrocytes réactifs

sécretent des médiateurs finflammatoires ted que lacyclooxygénase (Cox2 et ICAM-1

qui pourraient jouer un r'le dans [ o6infiltra
Un milieu préconditionné par des cellulescnaigliales irradiées induit une astrogliose et
démontre la relation étroite entre ces deux types de cetilisdss (Hwanget al, 2006)

L67T d me vasog®ni garégiondrtadide paftigiperd Xla sécrétoa dudactéur
induit par -10he\{EGK HEL |(sérétée)par les cellules microgliales

induit la production de VEGF par les astrocytes réactifs, qui a son tour induit-IC&tNine
augmentation dealréponse inflammatoifg&eeet al, 2010; Nonoguchét al, 2011; Nordal,

2004) Le VEGF aura deux effets une angiogenése pathologiquda(ses propriétés
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angi og®ni ques) et u n eviaaas pnoyEid¢tds ad gélation della | 67 d

perméabilité vasculaire).

En r®ponse ° wune irradiation, | 6activation
leur morphologie (modification des ramifications cuwiun stade final se rétractent,
arrondissement de leur corps cellwdgirleur prolifération, une augmentation de la
production de m®di admerenant deBGS,désdyiokines(TAlFfUnat i o n
IL-1 b, -6, IIU-18), chimiokines (monocyte chemoattractant protein MCP-1 ou

chemokine ligan@; CCL2), Cox2 et les proténes inflammatoiredes macrophages (MiP

2 ou CXCL2) (Lumniczky et al, 2017) Cette activation de la microglie serait une
cons®quence de | 6-aBt paratdes demimagesi-é NBAD
brins) par les R(Zhouet al, 2017)Bi en qubéune act i soanédessaire de | a
pour la phagocytose des cellules mortes, leur activation continue contribuerait a un état
déinfl ammati on E®r&®bireat e Ichaothii gaitei. on mi cr o
des mois apr s |l odéirradiation, sinflgngmBtoira n t un
(Lumniczkyet al, 2017) De plus, la sécrétion de chimiokines en particuli@R@ aurait un

rile d®terminant dans | 6i nf dahstlaregion ircadiéedte s ma
la régulation de plusieuedteintes neurologiquékumniczkyet al, 2017)

1.33.3. Effets sur le systeme immunitir

La production de m®diateurs de | 6infl ammalt

déadh®si on) contri bue ilfratiom xee cellalas gnmeumtairast i o n

périphériquequi , en s®cr ® ant ~ | eur tour ibkes med
| 6 a u g mephénantnendlammataire(Lumniczky et al, 2017; McKelveyet al,

2018) Moravan et collaboratgs ont effectué une analyse longitudinale des cellules

immunitaires infiltrant le cerveau de souris C57BL/6 aprasgiation(Moravanet al, 2011)

Dans cette étude, ils ont observé une infiltration transitoire des neutrophiles détectée

uni guement dans | es 1liRadigioneCatie infiltratonéthitesuiviee s s u i

déune entr®e de | ymphocytes Q@pésencdperpisieur s ap

jusqub” 12 mois plus t ar ctcelllesidendriigues a até i o n

observée plus tardivementete r si sta jusqud”™ 6 mois apr s i
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myéloides était dépendante de la dose (entr&@5 €ly) et dépendante de la signalisation de
CCR2(Moravanet al, 2011)

Malgré les théories vasculaires, gliales et immunes, la physiopathologie des complications
litesabi rradi ati on c¢c®r ®br al e dlalk vadabilitétdesaospsr i s e .
ut i | i s®e s adtibn ddsffetsitasdifSiled@p i n i tprésehtéecomemedes
mécanismes indépendaxt@nsla littérature ces effetsemblentiés. Une atteinte vasculaire

auraun ef f et sur loeefles tirant ldurs pposts ngtiitiis at uneiateedkd

cellules glialessuraun ef f et sur | es CE qudelles soutii e
| 6i nfl ammat i on ’esdelulesfgimliessu np art lleescrGH ieqtue dar
des cellules immunitaires qui amplifie les phénomémigmmatoires et contribue ateor

résolutonde | 6i nfl ammati on.

|l es ani mawascudi@i nfl ammati on ¢ ®r ®b

1.3.4.1. Injectin intracérébrale de lipopolysaccharide (LPS)

Le LPSest un composé de la paroi des bactéries Gram ndgatifaintiert! 6 i nt ®gr i t ®
membr ane bact ®rienne. 1 est téspapuaesli®@sord 6 un e
covalente au lipide ALe lipide Aconféreau LPSses propriétés inflammatoiresassurson

ancrage a la membrane cytoplasmique bactériémiglgeet al, 2002) Le LPS fait partie

de la famille des PAMP qui induit une forte réponse immunitaire innée pouvant ajlar jas’

|l a septic®mi e chez | delsonmiaaction 8vecsle TER4f neetnlsre r ® s L
de la famille des TLR. Plus précisément, la liaison du LPS a la protéinellEEBPhinding

protein) permet le transfert du LPS au récepteur membranaire CD14. inplee
LPS/D14 est reconnu par le récepteur TLR4oass a la protéine ME2 (Myeloid
Differenciation protein). Cette interaction active le facteur de transcriptionaNB g u i

entraine la sécrétion de cytokines-prflammatoires (11 b , -0 ,N-B), ¢himbkines et
mol ®cul es d-£élediirte,® CAMLN VCAMEL), provoguant une réaction
inflammatoire(Tugaletal,2013) Par cons®quent, | 0administre

utilisée dansles modéles murins pour étudier les maladies associées a une inflammation dont

| 61 nf | a mmavadcuaire. le®atu@ds vadenttere r mes de voies doac
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doses et durée de traitement par L(R®ntagneet al, 2012; Nava Catorce et Gevorkian,
2016; Zhouwet al, 2006)

1.3.4.2. Inflammation radinduite conduisant a une radionécrose retaedé

Un modele animal optimal de radionécrose retardée doit présenter plusieurs caractéristiques
importantes,notammen{ i ) une i nduction coh®rente doune
(i) des changements caractéristiques des imageries staodsetvé enimagerie par
résonance magnétigudRM - imagerie pondéréell, T2 ou T2*) permettant une
identification des régiamnécrotiques, (iii) des lésistissulaires histologiqguement similaires
acellsissusde | 6anal yse patxhde patieyi imadiéset iy une er v e a
progression de la radionécrose se produisant sur une pdeodé e mps appropri ®e
devue exp®ri mental permettant une analyse | o
de la radionécrose, pour éventuellement idientdes cibles thérapeutiguéSarbowet al,

2018)

La radionécrose cérébrale a été largement ébudiiés plusieurs modeles animaux. Depuis

| 6 ®t ude de Ho (Hepeveell ¢t Wrght, 19VO¥surgdast cerveaux de satn

conditiors normak et pathologique,d rat estdevenuun standard de la radiobiologie du
systeme nerveuxUne neurdnflammaton, des changements histopathologiques, une
apoptose cellulairet une modification d la prolifération etde ladifférenciation cellulaire
peuventétreobservésapres une irradiation collimatée du cerveau dé¢kandziolkaetal.,

1992; Leeet al, 2010; Yanget al, 2017. Dans ces études ldose et le volume jookun

role clé dande délaid 6 appar i ti on -idEtess.RPR®eMmest radidb®qui
BenoitP a q u e t Unieersitéade $hérbrooke, a décrit un modeleaditonécrose chez le

rat sain en utilisant &€ LeksellGamma Knife(GK) Perfexion(Constanzoet al, 2017)
Loutilisation dosapermgdodsoeb sdesrdorte@afes @ygculdires etr
cellulaires typiques de la radionécrose 88§ our s apr snduiGiparlRMdi at i c
(imagerie pondéré€&l dynamiqueavec agent de contrasimagerie pondéerég2 et T2*) a

permisl a Vvi sual i s aetlaanactédsion de lairédionmécrotique. Cette étude

a été complétée par une étude comportemeatdimale montrant des déficits cognitifs

illustrés par une diminution des fonctions cognitives spatiales.
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En raison de sa pet i educdveau delsarjs est gus diffickecti at i o
les études sur les modeles de souris sont moins nomb(Koses et al, 2015; Moravaret

al., 2011; Olschowkat al, 1997;Yanget al, 2017) Jiang et collabateurs ont décriin

modele de radionécrose chez la sourd_B/c en utilisant également le GRerfexion et

| 61 Ridhget al, 2015) Danscemodelé 6 ut i | i sation de plusi eul
délaid 6appari tnsradici ddsi t ®si est d®pendant de | a
de 45 Gy 0% O0Gy a10086) r ®capi tul e | 6ensemble des | @
typiques et la radionécrose tardive apparait selon un délai cohérenetieuwtude (3 mois).

Ce méme modéla®t ® uti |l i s® pour | 6®valuation pr ®c
monoclonal antVEGF pour le traitement de la radionécr@@eanet al, 2017)

Dans ces deux mod | es, | 6 ut iphsideskaeh séparer d e d ¢
| Oparption des phénoméseasculaires, cellulaires, et immunologigues. Dans notre étude

(pr®sent ®e dansneé cobsecdefd4F2py °~ 100% a ®t
droit du cerveau de sourisABB/ ¢ avec | e GK Per f exnéaoasea Loapr

été suive par imageriel 2* et par analyse histologique.

1.4 Cancer

1.4.1. Introduction

Le cancer se caract®rise par une prolif®rat
l a suite débun ®chappement aux m®canti smes

mener l a formation dobéune t umeiginants(etose n ®0 p

propagervia la circulation sanguine ou lymphatique a distance et former des métastases

(tumeurs secondaires).

Le cancer est un enjeu de santé publique. Bien cuualée au cancer ait augmenté, le cancer

est néanmoins la premiere cadeedéces au Canada. Selon les Statistiques canadiennes sur
le cancer, environ un canadien sur deux développera un cancer au cours de sa vie et un
canadien sur quatre en moul(@tatigsiques Canada 2019FEn 2019, environ 220 400

canadiens recevront un dragstic de cance(Statistigues Canada 2019)e cancer du

43



poumon se situe au premier rang des cancers les plus souvent diagnostiqués au Canada. Il est
suivi par le cancer du sein, gancer colorectal et le cancer de la prostate. Ces cancers
représententrevi ron | a moiti ® de tous | es diagnost |
atteint dobéun cancer6%pourlesdeux seges) maisleur incidemee r ar
augmentefortement en tenant compte des tumeurs cérébrales secondaires métastatiqu
puisque de nombreux cans@ui trouvent leurorigined 0 aspartieed u cor ps s 0 ®t e

secondairement au cerveau.

1.4.2. Métastases

1.4.2.1. Généralités

Les métastases sontle®s ul t at final déun processus cel
métasatique. Ce processus de plusieurs étapes implique la dissémination de cellules
cancéreuses dans un organe a distance de la tumeur primaire et leur adaptation a leur nouveau

microenvionnement.

Les m®tastases sont | 6 a d¢seanders.lErdépitdas avancéesd o u t
en termes de prise en charge des patients (diagnostic, techdiuegicales, thérapies
locales et systémiques), plus de 90% de la mortalitealiéeancer est due a la présence de
métastases résistantes aux thérapmesentionnelles et non aux tumeurs prima{@spta
et Massagué, 2006; Steeg, 2006; Valastyan et Weinberg,.200la ppar i t i on de n
dans | 6®volution doéun processus fehp®tapxldasi que
survie pour les patients avec métastases est réduit en comparaison des taux de survie des
patients avec un cancer localisé ou régi@Basktet al, 2016) Dans le cas du cancer du sein,
le taux de survie relatif a cinq ans est de

- 99% pour un cancer localisé

- 85% dans | e cas dbébune propagation r ®gi on

- 25% dande cas de métastases a distance.

La compréhension de la pathogénése des meétastases est un objectif important dans la

recherche canc®rol ogi que pui squbel l e pourr
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diagnostiques et thérapeutiques mieux adaptées a & grisharge des patier{&dler,
2002)

1.4.2.2. Cascade métastatique

Le processus m®tastatiqgue consiste en une s
étre limitante dans la mesure ou un échec dans une des étapes peut artétpraoessus.

Pour migrer vers un autre organe a distance de la tumeur priteairegllules tumorales

doivent (i) se détacher de la tumeur primaire et envahir localement les tissuseintra
péritumoral au travers de la matrice extracellulaire et dashes stromales environnantes
(invasion locale),i{) traverser la paroi des vagssix sanguins ou lymphatiques et pénétrer

dans la circulation (intravasation)ii Y survivrea la vascularisation,if) s éarr °ter d
vascul arisatiof(v) d®06 dxtorrgvaanscerciddmrs |vwW paren
survivre dans leur nouveanicroenvironnement afin de former des micrométastases et (

réinitier leur programme de prolifération afin de se multiplier et former un nouveau
néoplasme cliniquemengtectable (colonisation) (Figué (Fidler, 2002, 2003; Talmadge

et Fidler, 2010)

Chacune de ces étapes représente un obstacle pour les cellules tumorales. Leur
franchissement requiert des capacités uniquesaéeé ml i t ®, doadaptation
microenvironnements spécifiques auxquelssadlent exposées (tumeur primaire, circulation
sanguine, organes secondaires) et de survie. Elles rendent le processus de développement des
métastases inefficace avec seuletr®01% des cellules tumorales circulantes (CTC) qui

formeront un foyer cancérewecondairéChianget al, 2016; Fidler, 2003)
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Figure 6. Etapes de la cascade métastatiquiees cellules tumorales doivent se détacher de

la tumeur primaire et envahir le tissu local, rejoindre la circulation &iryivre. Aprés une

®t ape dobarr °t dans |l a vascularisation de |
parenchyme du tissu cible et proliférer pour former des tumeurs secoifiDaires gAchra

et al, 2019)avec pemission deSpringer Nature

1.4.2.2.1. Invasion locale et migration cellulaire

Pour initier le processuseddissémination métastatique, les cellules tumorales doivent se
séparer de la tumeur primaire. Pour ce faire, elles doivent pénétrer la membranévizsale (

et donc acqu®rir des capacit ®s -tdnoralcetRdgr ad a't
migrationcellulaire(Chaffer et Weinberg, 2011)

La plupart des tumeurs solgl@roviennent de tissus épithéliaux. Catixforment des
couches relativement solides de cellules qui sont séparées da giamnune membrane
basale et étroitemefitesvia des complexed 6 a d h ® s i-cellule @A 03, jonctens

gap et desmosomes).

La migration cellulaire d®bute avec une pc
membrane cytoplasmiguéa un cyclecontinu de polymérisatioin dépolymérisation de

| 6 act i od@tdap extenspnms membranaires. Par la suite, ces protrusions peuvent étre
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stabiliséesvial 6 adh ®si on ° |l a matrice extracell ul a
médiées parlesintégrines La contraction du corpactineel | ul a
myosine) et | e d®t achement des adh®si ons

de se déplacer dans la direction du mouvengbtayor et EtenneManneville, 2016;

Voulgari et Pintzas, 2009)

Les cellules tumorales invasives peuvent migrer de facon individuelle en adoptant une
morphologie mésenchymateuse ou amiboide (pertentiactions cellule cellule) ou de
facon collectivgFriedl et Wolf, 2003)

1.4.22.1.1. Migration de cellules individuellesmobilité mésenchymateuse

La progression @u n e t ugitte a run cgancinome invasif ferait appel a une
reprogrammation épigénétique des cellules tumorales. Le processyacamismpliquerait

la réactivation de la transition épithéhoésenchymateuse (EMT Epithelial to

Mesenchymalransition) (Voulgariet al, 2009)

L6 EMT e demennobseméa dans les processus embryogénigues qui aboutissent a la
construction du plan de | dembryon et au d®
observée au cours de la formationpdfacenta, et de la production de fibroblastes au cours de

| &lammation et de la cicatrisatigfriedl et Gilmour, 2009; Mayaet al, 2016)

Selon |l eurs rtles, |l es processus: deEO6EBEMTe
type 1 participe 7 | 6i mplantation embryonna
lacPte neurale. LOEMT de t vy plerégénération degtigsuse nt d
|l 6i nfl ammati on et | a fibrose. Final ement, |

dans la progression tumorale et la formation de métagBsesometet al,, 2010, 2012)

Durant | 6EMT, | es c el | édior(gont@cpavdc M®étpeseldes per
jonctions cellulaires), leur polarité apidadsal et réorganisent leur cytosquelette. Elles
s6individualisent, devi enne nues maplologigees et e t ac

fonctionnelles de cellules mésepaateuses. L'état mésenchymateux est associé a une
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augmentation de la motilité, de I'invasion et de la capacité a dégrader des composantes de la
matrice extracellulair€Thiery et al, 2009)

LOEMT est coordonn®e par de muldonptl elsd af catmivl a
est médiée par le TGE . I ' s ent r eombirgen de protéires de gonctioa et
marqueurs épithéliaux avec une diminution deda & d h e r -catémine, lels dldudines,

| 6 occl ud Hlretpermettent ure expf@ssion accree mharqueurs mésenchymateux

tels que la Ncadhérine, la vimentinea lfibronectine le collagéne et les métalloprotéinases

de matrice (MMPMatrix Metalloproteinases(Guptaet al, 2006; Thieryet al, 2009;

Wilhelm et al, 2013)

A terme, la perte de la barrieredB per met | i nvasion directe d
canc@reuses. Cette perte est causée par une protéolyse active, efbectcipalement par

des MMP. Dans les tissus normaux, l'activité des MMP est soigneusement congrdiEs
mécanismes transcriptionnels et pwatuctionnels. Cependant, les cellulesogaeuses ont

élaboré de nombreux moyens afin de renverser le dor6 nor mal ement stri c
des MMP, ce qui conduit presque invariabler
En dégradant IMB et les autresomposantes de la MEqli se travent sur le chemin des

cellules tumorales envahissantes, les cstlidxprimant les MMP liberent également les

facteurs de croissance qui y sont séqugseitretenant ainsi la prolifération des cellules
cancéreuses. En particulier, en remodeaMECdans le microenvironnement tumoral, les

MMP permettent la libératioet la transformation de facteurs angiogéniques et mitotiques
séquestrés paalMEC Le clivage des composants @NMEC (laminine 5, collagéne 1V)

expose les sites cryptiques qui stimtilenmigration cellulairéKessenbroclet al, 2010)

L'EMT est considérée comme une étape cruciale dans la cascade métafRaliyple et

Weinberg, 2009; Thiergtal,2009) EIl |l e corr | e avemostiteblesnv asi c
types les plus agressifs du cancer, tels que lesncaneis mammaires de type bal&drrio

et al, 2008) Dans le casducance du poumon, | 6augment-ati on
cadhérine est considé&éomme un facteur prédictif de la formation de métastases cérébrales
(GrinbergRashiet al, 2009; Prudkiret al., 2009)

48



N®anmoi ns, l e rtl e de | OEMT dans | e proces:
derniere, résultprincipalement de la difficulté & démontrer la présence de cellules en EMT

dans és échantillons cliniqug€hafferet al, 2011; Yang eWWeinberg, 2008)En effet, les
changemestmor phol ogi ques caract®ristiques de | OE
observations cliniques montrent que la majorité détastases de cancers du siprime

la E-cadhérine, contrairement a ce qui agendu(Tarin, 2005; Thompson et Newgreen,

2005) Finalement, plusieurs études dans des modeles murins démontrent une dissémination

tumorale sans passage & n t p a (HanletoaE MJO5; Yanget al, 2008) Ces

observations suggerent que6 EMT ndest pas | e seul moyen
tumorales pourenvaht 6 aut res or ganes. \Wetsuggeré qugcettet c ol
controverse serait due ° une description ¢

irréversible(Polyaket al, 2009; Valastyaet al, 2011)

Cependantd EMT couvre un | arge spectre de modi fi
partielle. Ainsi, les cellules cancéreuses qui subissent 'EMT gagnemadactéristiques
mésenchymateuses tout en conservant certains traits épithélsutissant a des cellules
hybrides pouvant présenter des caractéristiques de cellules mésenchymateuses et de cellules

épithéliales.

De cette facon, les cellulesétastatiques ayant survécu dans le site distant acquierent de

nouveau un phénotype épilia¢ dans leur nouvel environnement.

1.4.2.2.1.2. Migration de cellules individueltemigration amiboide

La migration individuelle peut se produire sous lafodn@une mi gr ati on m®se
lente ou sous une forme amiboide plus rapide qui ne regagde remodelage protéolytique

de la MEC.

Au cours de la migration amiboide, les cellules adoptent une forme sphérigque sans fibre de
stress et <ssiansfocaur matutesliéschdaaiE®. Pour se déplacer, les cellules

se frayent un cheminatis le réseau de collagene en formant de petites protrusions ou blebs
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(protrusions membranaires sph®riques) et en
La formation de blebs est médiée par des cycles de contraction du compilesengcisine

etdep ol ym®r i s at (Twevnezetlag, 200H act i ne

1.4.2.2.13. Migration de cellules collectives

La migration collectveestu mouvement coordonn® doéun group
leurs jonctions cellulecellule. De ce fait, elle nécessite une polarisation coordonnée des
cellules composant le front de migration et des forces de contraction permettant le
déplacement de laasse cellulairg¢Friedl et al, 2009) Lors de la migration collective, les

cellules métastatiques emploieraient une stratégnilaire a celle utilisée par les cyclistes

en pelotorn une ou plusieurs celluldsaders i t u®es ~ | davant de | a n
des caract®ristiques de cellules m®senchym
dégradent la MEC qui lesntourent afin de permettre leur avan¢éged| et Alexander,

2011; J. Zhanget al, 2019) La migration cdective a été initialement décrite dans la
formation de tissus et organes au cours duldppementSahai, 2007)nais a également

lieu dans les processus de cicatrisation, régénértiisulaire, angiogenése et invasion
tumorale(Friedl et al, 2009; Mayoret al, 2016). Elle est caractéristique des carcinomes a

cellules squameusdslanahanret al, 2011)et a été observée dans quelques échantillons

cliniques de tumeurs solidéSahai, 2007)

1.4.2.2.2. R6le du microenvironnement

Une fois que les cellules cancéreuses envahissantes ont disbtRRisdbes entrent dans le

stroma. Elles sontalorsenprésedce une vari ® ® de cell ul es st
changera avec la progression tumorale. Au fur et & mesure de laspiogrde la tumeur

primaire, le stroma devient de plus en plus « réactif » et acquiert de nombreux attributs de
stroma de tissushecicatrisation ou en inflammation chronigida/orak, 1986, 2015; Schafer

et Werner, 2008)En conséquence, les cellules tumorales enwaftiasn stroma réactif
rencontrent des fibroblastes et myofibroblastes, adipocytes et diverses cellules dérivées de la
moelle ossese incluant les cellules souches mésenchymateuses, ainsi que des macrophages

et autres cellules immunitairé¥oyce et Pollard, 2009)
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Ces cellules stromales sont capables de rehausser le comportement agressif dss cellul
cancéreuses par le biais de divers types de signalisation hétérotypique. Par exemple,

| 6i nvasi on du cainmelr®da up areilna pe®dL-6ppgaileen sd 6 i |
adipocytes présents dans le microenvironnement Idcgiceet al, 2009) De plus, les
lymphocytes T CD4 + stromaux favorisent I'invasion du carcinome mamerasemulant

les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) pour activer la signalisation du récepteur du
facteur de croissance épitnique (EGFR) dans les cellules cancéreyBetkwill et al,

2012) De m° me, |-4 p®cr ®esonedbulLes du cancer
protéase de la cathepsine chesl TAMs augmentant | 6invasivit
(Balkwill et al, 2012)

Ces exemples d®montrent | &3 cellulesrtuanordlgebla  bi di
stroma environa n t . Les cellules canc®r euedanmé&t i mul
et ce dernier en retour, rehausse les traits mdtsscellules cancéreuses et, ainsi, établit
potentiellement une boucle atdmplifiante.

1.4.2.2.3. Intravasation

L6i ntr adv®bsuatei oavec | 6orientation desparel | ul e
l eur mi gration directionnell e et se d®fini
cellules tumorales. Ce ph®nom ne nobergét pas

en conditions non pathologiques au cours du développement et pdadagponse
immunitaire, ou différents types cellulaires rejoindront la circulation sanguine en passant a
travers | 6endoth®l i um pour rej oipadeniecaud 6autr
organe a distance, les cellules cancéreuses doivent tgaesmau travers de la couche de

cellules endothéliate(migration transendothéliale transendothelial migrationTEM) et

entrer dans la circulation sanguine (ou lymphatigu&)TEM peut survenir au niveau de la
néovascularisation tumoea{dans ce cas [BEM est facilitée par la structure aberrante des
nouveau vaisseaux), des vaisseaux angiogéniques sidailement par la tumeur primaire

ou au niveau de vaisseaux préexistantdesucellules cancéreuses passent au travers des
jonctions cellulaires endloéliales rompues (migration paracellulaire). Les MMRetgue
MMP-1,etle TGFb peuvent faciliter | a transmigrat.
le remodelage et la rétt@an des cellules endothéliales. Le clivage des jonctions de VE
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cadhérine sur les cellules endothéliales favorise également la pédorides JS

endot h®l i ales et | e passage des cellules ca
cellules canc&u s e s peuvent aussi transmigrer au
transcellulaire (au travers du corps cellulaire de la cellul@entd ® 1 i al e) au co

processus qui impliqgue un remodelage cytosquelettique et membranaire dess cellule
endothéliale§Reymondet al, 2013)

L6interveantypeosn cdedlaluulraei res peut per mettre |
microenvironnement évoluent constamment durant la preigresde la maladielLes
composantes du microenvironnement sont les cellules du systéme immunitaire inné et
adaptatif tels que les TAM¢es neutrophiles, lellules NK les fibroblastes et les cellules
endothéliales. En situation normale, les macrophpgesr met t ent | 6 ®l i mi nat
anormales. Cependant, ils peuvent étre impliqués dans la formation de métastases en

favorisani e r emodel age de |(WyckdfEe€al,2Q07)1 6i nt r avasat

1.4.2.2.4. Survie dans la circulation sanguine

Une fois dans laascularisation, les cellules cancéreuses devenues CTCs doivent surmonter
plusieurs obstacles pour atteindre un organergkie. Les pressions mécaniques élevées
imposées par le flux sanguin et la surveillance exercée par les cellules immanitaire

constiuent des obstacles majeurs.

La grande majorité des CT@stéliminée par les forces de cisaillement du flux sanguin. Ceci
explique en partie | d6inefficacit® du proce:
proportion des millions de cellules li&s dans la circulation en 24 heures par la tumeur
primaire se transforme en métastases macroscopiques. Le nombre dea Gi€wvaleur
pronostique les prélevements sanguins de nombreux patients atteints de casinome

contiennent des CTCs, et leur nomboeréle avec un pronostic plus sombre.

Les CTCs sont d®pourvues doéadh®sion aux CcOIl
essentielle a la survie des cellules. En l'absence de cet ancrage, les cellules épithéliales

subissent normal ementbalpbpn oislei ss®®clre ch®emp ¢
un substr gGuptakdal d006Ps iLen d®cl enchement de | 6ar
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du temps de circulation des CTCs, or celiugst inconnu. Dans la littérature, on estime que,

chez les patientes atteintes de cancer du sein, ce temps de séjour poundié giiesieurs
heureg(Meng, 2004) Cependant, compte tenu du diamétre relativement grand degsellul

de carcinome (20 um) et du diamétre luminal des capillaires (~ 8 pm)najorité des
CTCsserdis us cept i bledanstlidefstits capillpires@ogs®e leur premier passage

dans lacirculatiofc-ad . dans | es pr e misatior.f esidone possible de |
gue de nombreuses cellules tumorales ne passemnteqaativement bréves périodes dans

la circulatons angui ne, permettant aux CTCs de sobex
| 6anopki s ne se d®cl enche.

En plus des contraies imposées par leur détachement de la MEC, les cellules tumorales
dans la circulation doivent surmonter les dommages causés garces de cisaillement
hémodynamiques et échapper a la surveillance des cellules du systeme immunitaire,
spécifiqguement [ cellulesNK. Convenablement, les cellules cancéreuses parviennent a
échapper simultanément a ces deux menaces par le biaisndeamisme unique de
cooptation, un aspect de la coagulation sanguine normale. Plus spécifiguement, par des
interactions avecels pl aquettes sangui nes-et(Pe@atinegBe s pa
par les cellules cancéreuses), les CTCs vont initieasgade de coagulation et faciliter la
formation de micrehrombi(Joyceet al, 2009) En formant degmboleselativement larges,

les cellules tumorales peuvent a la fois se protéger des forces de cisaillememp et eaha

détection immunitaire et sont capabtie persister plus longtemps au sein de la circulation

(Jainet al, 2010) Ceci promeut activeennt | a protecti on, l a survi
cellules cancéreuses au site secondaire et leur extravasation subs@igireetel., 2010).

De plus, les plaquettes activées libérent des facteurs de croissance, des chimiokines et des
protéases qui facilitent le pressus métastatique

- Léexpression de p38iaMARKgmanthés opml dguétn
mo |l ®c ul e s P-étdactetti@dMatsuoet al, 2006)

- Léacide |l ysophosphatidique d®ri v® des
métastatique en induisant la signalisation des cytokiaas t& cas particulier des
métastases osseuses du cancer duBeurcharabat al, 2004)

- Le fibrinogéne partti pe ®gal ement ° | 6augmentation
facilitant | 6 ®chappement des CTCs de | ¢
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systeme immunitaire leucocytes allules NK et | 6arr °t des emb
tumorales entourées de plaquettassta vascularisatioiiGupta et MassaguéQ@4).

- De m° me, livDs] haute@gnt exprimée aur les plaquettes et eopour
promouvoir | 6agr ®gation plaquettaire, fa
tumorales a la vascularisation et donc, leur migration vers des organes (Gtant
et FeldingHabermann, 2011; Gupé al, 2004)

1.4.2.2.5. Arrét des cellules tumorales et extravasation

Pour coloniser un nouvel organe, les CTCs doivent quitter la circulation sanguine par
extravasation. Cettétapen ® c e s si tse clebdlalrurl°ets deet | dadh®si on

|l a vascul arisation de | 6organe UuUsdid®t@amce

d éxtravasation des cellules tumorales sont tres peu documentés dans la littérature car ce sont
des processus difficded observenvivoo. Compar ati vement, | 6adh®si
des leucocytes en contexte inflammatoire ont étésidérablement étudiées et par
conséquent, la description de ces processus lorsque utilisés par les cellules tumorales, a été
model@ sur le comportement des leucocytes.

1.4.2.2.5.1. Di ss®mi nati on vers unsorgane
En dépit des capacitéstkéoriques> des CTCs a se dissémingal la circulation sanguine

dans une grande variété de sgecondaes, en clinique, on observe que certains types de
carcinoms ne forment des métastases que dans unememble imitédor ganes <ci b
(Fidler, 2003) Il existe un débat sur ce tropisme tissulaire. La question est de savoir si ce
trops me refl te simplement un processus passi
capillaire en raison de la disposition vasaelat des restrictions de taille imposées par le
diamétre des vaisseaux ou, au contraire, indique une capacité dea€oC®t ab |l i r act i
dans un organe spécifique des interactions ligancecepteuavecla face/paroi lumina

de la microvasculasation.

Le processus actif a été décrit par Stephan Paget qui formula en 1889 ladhéaerd &
Soil (Paget, 1889)Dans cette théorie, la grainee€d qui est la cellule cancéreuse, ne peut
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métastaser que dans un organ& | 6 e n v i soilp Ini et favomalile. James Ewing

(1928) est venu mettre en doute cette théorie en décrivant un processus de dissémination
passif 0% | 6 e xt rcancéaerasast estalé@terninéespardes karaatérigtigues
physiques du fluxan gui n au ni (EeiaguloaB).a dispositiomy anatcnique

du systeme vasculaire empéche l'arrét des cellules cancéreuses dans les lits capillaires de
certains organes distant®rdque ces lits capillaires se trouvent en aval d'autres
microvaisseauxdont le diametre est insuffisant pour permettre le passage des CTCs.
Léexemple | e plus probant du comportement p
présentent une prévalenglevée de métastases hépatiques. Dans ces derniers, le drainage de

la circulation porte délivre des millions de cellules tumorales directement dans la
microvascularisation du foi¢Gupta et al, 2006) Ceci a été confirmé par Weiss et

coll aborateurs qui ont trouv® unet alsGiorcdiaddr
des métastaségVeiss, 1993)Néanmoins, certags CTCs peuvent échappeeice piégeage

rapide en raison de leur plasticité inhabituelle ou de leur passage imprévu dans les shunts
artériov ei neux, l eur permettant ai nsiganaselusse | o

distaux.

Un processus actif surviendrait seulement dansées doO0i nt er acti ons sSpe@
cellules tumorales et la microvascularisation. Ceci est appuyé par des observations cliniques

de schémas métastatiques qui ne peugefite x pl i quer uni quement p
circul ati on v aducanderdl seia par eRainple qui a temdanceaasnétastaser
préférentiellement dans les poumons, le foie, les os et le cerveau alors que le mélanome
métastase préférentiellemeddins le foie et le cerveau. Le mécanisme précis par lequel
différents cancers étastaset vers des organes spécifiques est peu compris mais les

composants du microenvironnement pourraient y jouer un réle.

1.4.2.2.5.2. Extravasation

L6extr av &pracessus par legset les kcellules tumorales, en passant au travers de la
couctle de cellules endothéliales, se déplacent de la lumiere des vaisseaux vers le parenchyme
du tissu envahi. Le plus souvent, | @e xtr ave

mais, dans certains cas les cellules tumorales peuvent proliférer dassulansation avant
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de sb6bextravaser puis entra’ nent une ruptur

cellules tumoral es doacc ®d e usdatiansmigratienn c hy me

En th®ori e, | 6 extr av a amdrieu o'intavasa@on. En fit, cesn v e r s
deux processus sont tr s diff®rents d'un po
par certains types de cellules présentass le stroma tumoral primitif, telles que les TAM

décrites précédemmefWyckoff et al, 2007) Cependant, il est peu probable gas mémes
cellules de soutien soient Ragasdtie mesmallulesli s p o
cancéreuses disséminées. En effet, les populations de macrophages résidant dans les tumeurs
primitives sont phénotypiquement et fonctionnellement dittide ceux présents sur les sites

de formation de métastag€dian et Pollard, 2010En outre comme discuté précédemment,

la néovascularisation formée par les tumeurs piKies est tortueuse et perméatarmeliet

et Jain, 2011)tandis que les microvaisseaux dans les tissus normaux a distsites de

destination des cellules cancéreuses disséemingast susceptibles d'étre normaux et trés
fonctionnels, et posséde une faible perméabilité intrinseque. Par exemple, les esllul
cancéreuses disséminées qui tentent d'atteindre le parenchyme cérébral doivent traverser la
BHEQq u i nor mal ement est wune barri r ereusemiper m®
arrivant dans les os ou le foie rencontrent des sinusoides fenestséstoues perméables,

méme dans leur état normal, et ne semblent par conséquent constituer que des obstacles
mi neur s aux cel | ul esnt (Ngugeo etaal, €809) dontc, les 6 e x t r
caractéristiques spécifiques duicroenvironnement du site métastatique vont fortement

influencer le destin desllules cancéreuses disséminées.

1 existe deux th®ories principales conce
Lhypoth se domi nant e arScipentpctieeméneas pracessus del e s
transmigration. Dans cette théorielemacs us dobéextravasation ser ai
par |l es | eucocytes. Afin de surmonter | es o
avec une faible perméaibd intrinseque des microvaisseaux, les tumeurs primaires seraient
capables deézréter des facteurs qui perturberaient les microenvironnements a distance et
induiraient une hyperperméabilité vasculaire. Par exemple, la sécrétion de la protéine

angiopoietn-like-4 ainsi que facteurs pléiotropiquesx=2, MMP-1 et MMP-21 permettrait
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de perturber les jonctions celluéellule des cellules endothéliales vasculaires pulmonaires
afin de favoriser | 6ext sdusansganslespoumsfGusta cel | u
et al, 2007; Paduat al, 2008) L 6 a é&igei2,d0MpMB-3, MMP-10, et VEGF sécrétées par

divers types de tumeurs primaires, sont capables d'induire une hyperperméabilité pulmonaire
facilitant ainsi I'extravasation ultérieure des CT8gatsukaet al, 2011; Y. Huanget al,

2009) Cependant | e m®cani sme pr ®cpedecellilesst pa:
tumorals . Dans | 6hypoth se alternative, | es cel

selon lathéorie anatomiquéienastet al, 2010; Valastyaet al, 2011)

Ces deux types doarr°t des cellules tumor al

tumeurs edu site métastatique.

Lohypoth se g®n®r al ement accept®e est que |
dynamiques avec | 6endoth®l ium similaires
déoadh®sion cel |l ul ai r gavasatignides gelluBsmordlesrseraiehté ar r °
ceux facilitant ces mémes processus employés par les leucocoytese décrit dans la

section 1.3.1.1.4

1.4.2.2.6. Survie, formation de micrométastases et colonisation

1.4.2.2.6.1. Survie dans un nouveau micviremnement et formatiode micrométastases

La majorité des cellules tumorales entrent en apoptose dans les 24 heures apres leur arrét
m° me sans avoir effectu® | 6extravasation.
cellul es tumoptadleusnowedenrone medada Ce processu
est influencé par le microenvironnement du site secondaire et peut irleltype de cellules

stromales présentes, les constituants de la MEC, les facteurs de croissance et cytokines

disponibles et éventuellement laianoarchitecture du tiss{yalastyaret al, 2011)
1 a ®t® sugg®r® que |l es cellul es canc®r

microenvironnement incompatible au site métastatipe 6 ®t smbhit sdédune ¢ ni c

métastatique ». Selon ce modéle, les tumeurs primaires libéreraient des signauixsgsté
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qui induiraient dans un organe spécifigue une augmentation de fibronectine par les
fibroblastes. Ceci entraine une mobilisation des cellptegénitrices hématopoiétiques
récepteurs VEGF positifs (VEGFR1+) de la moelle épinieréx)adutur(s) siteg)

m®t astatique(s). Les <cellules prog®nitrice
local en sécrétant la MMP, ce qui résulte en une augnenti on de | dexpr e
intégrines et la libération de molécules séquestrées dans la(RHa@a et Lyden, 2009)

Tous ces ®v nements ayant | i eu avasmtique, 6arr.i
ils prédisposent et convertissent le microenvironnement a distance de la tumeur primaire en
sted us accueill ant pour | 6®t abl i ssement de -
égalementellem® mes utili ser/ d®cl en cdagearaleuensuvgan ogr a

microenvironnement.

Ainsi, | 61 mpe des cdlues tumanales f&tuseitelba cr ®at i on doul
métastatique, qui donne initialement naissance a des micrométastases et finalement a des
macromeétastases cliniguement débles. Les signatures qui favorisent spécifiquement

| 6expansion m®tastati gueu ldsaon ent dtéedecet gtosea mon s ,
composent dbéoncog nes foncti onne(Pshileetad,nt di f
2009) Bien que ces signatures se chevauchent partiellement, fégenlifes reflétent

| 6h®t ®r og®n®i t ® de | a croissance m®tastat:.i

nécessité d'étudier en détail les métastaborganes spécifiques.

1.4.2.26.2. Colonisation métastatique

La survie des cellules cancéreuses a lates de leur adaptation au nouveau
microenvironnement ne garantit pas leur prolifération et la formation de métastases
macroscopiques (appelé proses de colonisation métastatique). Il semblerait plutdt que la
grande majorité de ces cellules subisse tingi@n lente ou persiste sous forme de micro
colonies dans un ®tat de dor mance, conserva
du nombve de cellulegChamberst al, 2002)

En effet, ces micrométastases pourraient persister selon deux processus. Elles pourraient

demeurerquiescentes, g prolifération étant affectée par des incompatibilités avec leur

58



nouveau microenvironnement ou, proliféceo nt i nuel | ement . Dans <ce
déaugment at i on d:da proldférabon eelluthiee serait tohtrebalarsée par
unfot t aux d{Chanbersgt al.@26802)

Final ement , en r ®sol vant l eur probl me déi
étranger et surtout en acta n t d e s -remouvellsment,des odlubes cancéreuses
pourraient réussir a compléterdeocessus de colonisation métastatique et ainsi générer des
macromeétastases cliniquement détectables. La formation de métastases macroscopiques

r epr ®sapafinade dé la @dcade métastatique.

1.4.3. Métastases cérébrales

1.4.3.1. Epidémiologie etiélogie

Les métastases cérébrales (MC) résultent communément de la propagation hématogene de
cellules tumorales depuis un tissu ou orgaiteé hors du SNC. Hés proviennent
occasionnell ement débune tumeur prinrale re i n
(tumeur OteRhino-Laryngologique ORL ) o u d 6 u rpé&ivagculargtengua tété o n

et cou). Les MC sont conjointement la principale cause detlécé® au cancer et
plus fréquente du SNC. Elles se manifestent en général a urestat® de la maladie et

sont une complication pour 20 a 40% des pati@hshooetal., 2005) Tout cancer primaire

peut étre responsable de métastases cérébrales, et leur hiérarchisation dépend de leur
fréquence dans la population etrdaculté a donner des métastases dans le cerveau. Deux
tiers des cas de métastases cérébratediée a trois cancelF aillibert et Le Rhun, 2015)

le carcer du poumon (480%), le cancer du sein (Z%%) et le mélanome {80%) (Eichler

et al, 2011; Patch&l 2003) Dans 10 a 15% des cas, la tumeur primaire est inconnue au
diagnostic initial(Nathooet al, 2005; Taillibertet al, 2015)

Lesdom ®es ®pi d®mi ol ogi gues montrent une augm
cérébrales avec la durée de vie des patients. Difféerentes hypothéses pouvant contribuer a cette
augmentation ont été avancées | e vi ei |l | i ss ementoratidneles| a po

m®t hodes do6éi mageri e augmentant | e taux de d
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définitif des cancers primaires allongeant la survie des patients (dans ce cas, le cerveau
devient un site fr ®quene¢e"ddmveau Protégd pdavBHE ; et |
qui limite le passage de certaines thérapie des médicaments sont administfiesller,

2015; Nayalet al, 2012; Patchell, 2003; Steeg, 2006)

1.4.3.2. Pathologie

Les MC sont localisées principalement darsdeentiyme cérébral (MC intraparenchymale

- 80% dont; hémisphéres cérebra®0-85%; tronc cérébral et cervelet0-15%), suivi par

|l e cr©ne et | a dure m r e (Chidelt)al, 2000;E @ keg,pace
2015) Leur emplacement a la limite des territoires artériels et a la jonction substance
blanchesubstance grise (ou on observe une cédn importante du calibre des vaisseaux)
s6explique par |l a voie de propagati on h®ma
préférentiellement utilisée par les cellules cancére(Rashell, 2003) Leur localisation

peut aussi °tre influenc®e par dbébautres fa
comme | 6augmentation transitoire de | a pernmn
d 6 a d h(®==imeigrt al, 2013; Seelbacét al, 2010)

Le nombre de métastasesieaselm le type de cancgrimaire Environ 50% des MC sont

des lésions solitaires (en cas de capcgnaired u s ei n, de | a pr-ostate
intestinal), | autre moi ti ® prsnairetlu pouménf i pl es
mélanomesou d 6 omeiingonnug avec environ 20% des patients qui présanteux

lésions, 30% troigsionset plus et moins de 1% des patigmtésententies métastases tres

répandesavec une apparence miliaire (miliaire carcinomate(Bagtet al, 2016)

Macroscopiquement, les MC sont de taille variable (de quelquesngtilés a quelques
centim tres), sont bien <circonsetdastbads, ent
compressant le parenchyme cérébral voisin qui présente une forte réactivité et qui résulte en
une augmentation de la pressintiacraniennel 6 a u g e de tadletdes MC entraine la
formation déun centr e n @asmétastasgutr@asallariségse s h ®n

Microscopiquement, les MC ne présentent pas de caractéristiqgues de cellules cérébrales
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elles peuvent montrer des similarités dlisgiques avec la tumeur primaire ou étre non
différenciéeqBastet al, 2016)

1.4.3.3. Diagnostic et traitement

1.4.3.3.1. Diagnostic

Au stadeprécoce de leur développement, les MC sont en général asymptomatiques. Dans ce
casl eur d®tection se fait au moment doun bil
cancer primaire a haut risque métastatique comme le cancer du poumon a petitss cellu
(détection métachronee., diagnostic aprés le cangaimaire (Bailon et al, 2011) Dans
dédautres cas, | es MC sont pri@aire(c &ddsyrchrane m° me
ou, révélatrices de la maladie & d. premiére manifestation dureer)(Chidelet al, 2000;
Patchell,2003) Avec | 6accroi ssement tumodémehdent!| es s
de la localisatiordes métastases mais sont similaires a ceux des tumeurs intracraniennes
troubles cognitifs ou attentionnels, troubl
et dans | e cas doébune at t eurnrouble dmohbmpivisuelc al e d
aphasigKallel et al, 2011)

Pour confirmer |l e diagnostic de MUOddu>x e>
utilisés La tomodensitométrie (TDM)en raison de son accessibilité, sa tolérance et la
rapidit® de diagnosti c, est | 6examen pr ®f ®r
inject® pour am®liorer |l a sensibilétqu@ de d
(IRM) avec injection @ gadolinium détecte environ 20% plus de métastases que la TDM.

Elle donne une meilleure caractérisation des lésions tumorales (localisation exacte, taille et
®ventuell e extension ° doautaccessblsquelaTOMur es
son uilisation est limitée au dépistage des métastases chez les patients a forte suspicion mais
avec un examen TDM négatif, et au bilan préopératoire (chirurgie, radiothéBaset al,

2016)
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1.4.3.3.2. Traitement

A la suite du diagnostic, les options thérapeutiques sont limitées et le pronostic est
généralement mauvais. En effet, la survie moyenne sans traitemdatasst 51 jours. Le
choixth ®r apeuti que est fonction dulGileagpRérest i ¢ e
Larraya et Hildebrand, 2014)

Les traitements symptomatigues consistent e
| 67T d me vasog®nique) et anti ®p i heergdgiqgugues p
(Nathoo et al., 2005; Patchell, 2003)Les traitemats actifs comprennent la chirurgie
(traitement de choix pour les patients avec Iésion solitaire), la radiochirurgie stéréotaxique
(RCS) , | 6i rradiati on enc®phalique total e,
I 61 mmu n oChide®at &, 200@; Patchell, 2003; Soffteet al, 2013, 2008)

La RCS se trouve au croisement de la radiothérapie et de la neurochirurgie. Elle a émergé
déune volont® de faire progresser l es tra
constantes des techni gusiosetle éecommbaglwarsitypesden t er

rayonnementsp( ex.électron, gamma).

1.4.3.3.3. Description de la radiochirurgiéréotaxique

1.4.3.3.3.1. Historique

Le concept de RCS a été employé pouréapere fois en 1951 par le docteur Lars Leksell.

La RCS a été définie initialement comme une technique permettant la destruction de lésions
intracraniennes délimitées, inaccessibles et / ou colteusetapmurochirurgie classique

(évitant «blood, swear and tears) a u moyen doune dosxede uni qu
rayonnementsonisantsprécisémentocalisés(Leksell, 1983) Inspirée par la technique
stéréotaxique introduite par Clarke et Horsley, qui traitérent des tumeurs cérébrales par
implantation de grains deadium et électrocoagulationia | 6 uatiilam doéun C &
st ®r ®ot axique fix® au cr©ne, | 6®quipe de Le
correspondant en un apparedmposé de multiplesources radioactivesentrés su le

patient. Ainsi, en substituant les instruments chirurgigaundes rayonnements Leksell créa
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le premier scalpel gamm&&mmaKnifg . Auj ourdoéhui, | a RCS est
types d:.éesqlpehgaramal le cybbrstouri CyberkKnifget | 6acc ®| ®r at eu
Leur utilisation varie selon la sag de rayonnement et leur mobilité par rapport au patient.

Au Qu®bec, | e CCHUS 8sFle skel éetdblisgemdnt ai pesséder un scalpel
gamma. Les métastases cérébrales représeténh des traitements adminisrévec cet
appareil;les autres tant erre autres, les malformationartéricveineusesbénignes, la

névralgie dunerf trijumeau, les tumeurs bénignes des nerfs craniens et des meéninges

cérébrales.

1.4.3.3.3.2.Principe

Le principe du scalpel gamma semblable & celui de la radioth@@amientionnelle reste
inchang® depuis | dintroduction de son pr emi
déposer une dose maximale a un endroit précis et de minimiser la dose deste Idu

cerveau Le scal pel gamma edetrayoossganana pr&enansde 192ar |
sources radioactives de Coba@ dont les positions fixes sont distribuégsétriquement

aut our d 6sumun sugporchénmsphérgue autour di€ta du patient. Les sources

sont regroupées en 8 secteurs de Adrces chacur(Bhatnagr et al, 2009) Ceuxci

permettent trois choix de collimation soit 4, 8, oun®. Chaque secteur est indépendant,
ainsi, |l e diam tre des faiscedaGapeimi dageha
absorbée darie volume cible (dose biologiquef f i cace) tout en mini mi
tissus sains avoisinantsa positionk OFF»p er met ddéoccul ter toutes
secteur derriere un bloc de tungsténe afin derades obturations sélectives. Ellaéliore
considérablement laleixibilité dans la planification car elle augmente le nombre
déarrangemsethe s fpaisstddex afi mrisdi®s plusdar des
possibilit® dobé®tx, ndares tloas sc d s sd U ati rsacietae me nt
métastase multiples, permet de déplacer le lit du patient vers mouvelle position
(Bhatnagaet al, 2009)Au cours doéun traitement, coO0est |

des coordonnées stéréotaxigde¥ etZ par rapport au foyer radiologique fixe.

Du fait des fortesloses utiliséeseltraitement par scalpel gamma nécessite au préalable un

guidagepar | 6i mage et | a mise en place doun cac
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t°te du patient. Ldébav nement de | a Ted#M et d
ciblesdéveloppésp ar | 6 ®q u i gm partiduber dares ka siéinitiomatomique des

tissus a risque a respectéres principales améliorations apportées au scalpel gamma
concernent | 6i nt ®gr at i o ne dbeinformatssy ketleksedk d e
Gamma Plan(Guo, 2018)permettant la localisation de la cible en trois dimensi@es

syst me permet dobéi mporter | es laTDhMgrecadede | a

F

contrei ndi cation) et doéy planifi emddledosenlai t e me

lésion et aux tissus environnafitetterieet al, 2012)

Le cadre de stéréotaxie est fixé par quatre vis qui font appui sur la boite cranienne sans la
pénétrer sous anesthésie lochiecadregpermemnon seulementne immobilisation du patig
ensolidarientsa tétea la table de traitemennaisaussi ladéfint on dodéun rep r e
dansles trois dimensions gracd ad a j o ubbitealfiuaiaires (marqueurs de référence)

|l ors de | 6i mager i e dCecipprinatécaldulpréciades caordondéess i m®'t
des lésions cérébrales ciblégotterie et al, 2012) Le plan de traitement résulte de la
coll aboration d 6 unaiee co®pgosée e radwbnaotogud, i physicien |

médical, neurochirurgien et technicien médical.

Le traitement d®but e a ptrlapknifitabon duatrgitementa de p
dose administrée dépend du volume a trai2drGy pour les métastesde diameétre inférieur

a 2 cm, 18 Gy pour des métastases de diameétre entrecnedt3Ll5 Gy pour les métastases

de plus de 3 criShawet al, 2000; Vellayappaet al, 2018)

Malgré la précision apportépar | 6uti |l i sation du cadre st®
traitement permettarmte se conformer au volume tumomalec une précision millimétrique

tout en limitania dose au tisscérébrak ai n envi ronnant |l es tumeur

associ ® © weecbpsdaerdéetfetomplications pou

radionécrose au niveau slesssussains.
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1.4.3.3.4. Complication des traitemede RCS

Les complicationpossiblediées a la RCS sont nombreuses. Elles sont classéede@lon
présentation clinique é&tur délaid 6 a p p aprésd ii rornaeah complication (i) aigués,

(i) semiretardés (ou retardéeprécoceskt (iii) retardées (ou tardived)es mécanismes

impliqués dans les complications radimluitespr ®c oces ont fait | 6otk
travaux permettant une bonoempréension de cette phase. Actuellement, de plus en plus

de travaux cherchent a déterminer le lien entre ces atteintes précoces et le développement
doeffets retard®s e n otpaoingerverades ndificationsid@rables ma i s
du microenvironnernt (CE, cellules gliales) empéchant la résolutiohndei nf | ammat i or

des mécanismes de réparation.

1.4.3.3.4.1. Complications aiés

La principale complicatioraigué est une encéphalopathéegué Elle apparait dans les
premieres semaines (plus fusmment dans les premiéres heures) apres le traitaeiaen
radiothérapie (Soussainet al, 2009) et se manifeste par des céphalées, nausées,
vomissements, somnolence, une dysarthrie et parfola fievre. Ces complications sont
attribu®es - |l a pr®sence dbéun 1Td me c¢c®r ®b
perméabilité de la BHE par effet direct ou indirect des RI sur les vais¢€aarne
Schloesseet al, 2012; Liet al, 2003) Ce sont des complications mineures qui sont prises

en charge rapidement p aKeimedaizbnetah 1998 r at i on d

1.4.3.3.4.2. Complications sengtardées
Ces complications comprennent
- Le syndrome de somnolenceorresponent a un état de somnolence avecs de
périodes desommeil pouvant atteindre 20 par j our sdéaccompagn:
nauséesune anorexie et plus rar emgRathfulun T d
etBradg 1998) Une irritabilité, destou bl es de | 6attention et
aussi étre observés. Un examen IRM peut révéler des lésions dsténsalblanche

t ®moi gnant de&démyélipsatiorc €es sym@ospeuvent disparaitre
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apres une période de 4 a 6 semainessatt prévenus ouallégés par une
corticothérapigRyan, 2000)

- Une pseudgrogression correspondnt a une aggravation des déficits focaux
pr ®exi stants sbaccompagnant g®n ®r al e men:
moteur. Ces troubles simulent une progressioréoigive tumorale avec des images
dé6l RM montrant un rehaussemagh®ddodsnl| ad:
périlésionnel caractéristique de la progression tumof@legaharaet al, 2000)
Lorsqudel | es ap paponsaoiverd &ra interprétéessavec prutdendej c
puisque ces zos@euvent se révéler éttles zones de nécrose sans récidive tumorale.

Ces complicationsurviennent quelques mois apreés le traitement de radiothérapie et
régresse de quelques semaines a gaslgois apres leur apparition.

- Des troubles cognitifs transitoiresce sont des troublesognitifs modérés qui
concernent | a m®moire r®cente et | 6atter
mois apres la radiothérapie, leur issue est favorablgpuid i | s r ®gr essent
leur apparition.

1.4.3.3.4.3. Complications retardées

La radionécrosest la complicatiotardivela plus sévére et invalidante de la radiothérapie.

Elle pose également un probléme de diagoaitiérentiel car elleest dfficile a distinguer

déune r ®ci dBiome dt® madr adlbea.p p ar i Ues mois a plesiers v ar i
ann®es apr s |l odirradiation mai2Xa3lamapgd upar:t
traitemen{Walkeret al, 2014) Son incidence varie entre 3 et 24 % selon les références dans

la littérature(Chin et al, 2001; Kohuteket al, 2015; Minniti et al, 2011) Elle pourrait
soexpliquer par | @fnieoncsonyancul @inr edse, gliale

immunologique commdécritdans & sectionl.3.3

Plusieurs facteurs de risque peuvent influer sur le développement de la radior@eobse

i nclut | 0 @legdkiet@aluyld9@Watli @admi ni st r atnewatoxighe ¢ hi m
(concomitantg avant ou apres la radiothérapi@®ubenet al, 2006) un traitement de
radiothérapie ultérieur a la RC&arlsson et al, 1997; Kdwtek et al, 2015) des

complications cardiovasculaires (hypertension artérielle, diabete, hyperlipidéamik)se
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totale (Marks et al, 1981; Nedziet al, 1991; Ruberet al, 2006) la durée totale de

I 61 r r §Nbkamuraetoahh 2001) | e nombr es d 0 i(Fickimger,n1®89es ut i
Flickinger et al, 1992; Nedziet al, 1991) et les caractéristiques proprdu patient
(radiosensibilitéYBentzen et Overgaard, 1994; Malaeteal, 2000; Nedzet al, 1991)

Les symptémes cliniques de la radionécregeoduisent souvent les symptémes initiaux de
| a pr ®s e ncuer dcoRurn®eb rtad neg swiid, dkess cgiigreess dddar
intracranienne et un syndrome déficitaire progressif (sensitif, moteur ou aphasie suivant la

zone irradiée).

La radionécrose apparaititialement dans la zortemoraleayant recu lalps forte dosee

gui e X p | ipgissemingeu une recidiee tumorale. Sur ce dernier point, malgré des
avanc®es en i mageri e m®d lahifetencigtiorenoreitvasived | R M
entre radionécrose et récidive tumorale reste difficiléiulti sat i on de | 6analy
deledbx ®r se doéune | @si ddusempti omat ieqeeast l a r
diagnostic.Les lésionshistologiquesde radionécrose sont caractéristiques et consiste

endes zones de nécrose de coagulatamsda substance blanchume réactiorgliale, des

lésions vasculaires (hémorragies et exsudats fibrineux périvasculaires, néovaisseaux,
épaississement hyalin, nécrose fibrinoide des parois et télangiectasmndant la

chirurgie invasive peut étre pEansable de complications et la présede cellules tumorales

dans les échantillons ne léve pas le doute. En TRaRMadionécrose apparait comme une
hypodensit® avec une prise de contraste h®t
périlésionnel.Enl R M, apr s injecti o(yéndafement acbgse det de
gadolinium) Kumar et collaborateurs ont décrit deux aspelets< fromage suisseetles«

bullesde savon» correspondant respectivement a des vastes régions avec rehaussement de
contaste parsemées de zones nécrotiques et des zones de rehaussement de contraste
h®t ®r og nes aut our (Kundretnal., B00G) a6 1 R@cdgnaquegue
d®t ection du volume sanguilinl RMrddd r me r fduasiso n
am®l i orer | a capac fiablMiduyat ah BOLA; Rocket al, 2804;a g n o s t
Zenget al, 2007) A v e amaderi nucléairenptammenia Tomographie a émission de
positrons TEP aufluorodésoxyglucose 8F oulC-méthionine)la distinction entre régions
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hypo- et hypermétaboliqus correspondant a la nécrose et la récidive tumorale
respectivement, permettraitéalemente faire la distinctiorfRicci et al, 1998; Teakawa

et al, 2008; Tsuyugucletal,2003) Cependant, comme | ors de |
deux régions coexistentte qui rend|l 6i nt er pr ®t ati on Laferte r ®s ul

consommation de glucose au cerveau normal complique toutefoicaoete.

Le traitement de larado®c r ose repose principal ement sur
Ceuxc i agi ssent sur | 67 d me vasog®ni que en
Cependant | 6admi n costitoidesdsti associép a ded atff sagd@daires e

(prise de poidgroubles sanguins, troubles du sommeil, troupBghiquesgépendance)

Une alternative pour supprimer | a source d
nécrotique lorsque accessible par chirurgéssociée a une corticothérapie ponctuéie.
nouvelles voi es t h®r apeutiques sont expl or
|l 6admini strati on uxl anédviBGF ¢BevagzamahjnGetteo dernizne a
approche selml e °tre |l a plus prometteuse puisqud
thérapeutjue dans les radionécroses focgBenoit et al, 2011; Gonzaleet al, 2007,
Torcuatoret al, 2009)

Déautres complications tardivdoatl pavtv@®ent oppp
pod-radique Cette complicatiose manifeste de plusieurs moisera®e s apr s | 6i r
Elle correspondh des lésions des vaisseaux sanguins de moyens et de gros caéibtas et

| 6origine doac etidirsmdésscasiesdsmensmd aesi dents h®
(Gaensleetal., 1994)

1.5 Imagerie par résonance magnétique

1.5.1. Généralités

L6i magerie par r®sonnance magn®tique (I RM),
basée sur le phémene de la résonance magnétique nucléaire (RMN) des protons soumis a

un signal radfrequence (RF). Depuis ses premiers développements dans les années 1970
(Brownet al, 2014; Damadian, 1971; Lauterbur, 1973; Mansfield et Grarit843) suivi,

68



grace aux avancées dans la RMN et le traitement informatique des danie@esemiére
image du corps humain entieren I9l6 | RM est devenue une modal
| 6arsenal de | 6i magerie m®dical e.

Le magnétisme en IRM est détalole pour les noyaux ayant un nombre impaindeéons

(protons+ neutrony. CO e sé¢ Il &h g diy abgindamenent répandu dans le vivant
et majeur constituant de | 6°tre humain (60%
cérébral),gqun 6 est constitu® que doébun proton. En a

d 6 hydr o gderur momens rmagnétique c:aalire, un mouvement de rotation du

proton autour de lunéme (ou spin magnétique) qui est représenté par un vecteur
correspondant Hlaxe de rotati on. Cet axe oscille e
précession décomposen composantes longitudinale et transversale. La direction des
vecteurs est al ®atoire, mais, soumis ~ un c
paralléement ou antiparallelement au champ. Les spins paralleles étant plus nombreux et les
compoant es transversal es s Omésantadana la directiannlle ma g

champ.

La r®sonance magn®ti que s b6obs éesounsadevandes ue |
de radiofr®quences (RF) ayant la m°me fr®q
suivantles phases d'excitation des spins magnétiques. La phase d'exataigiste a

envoyer des ondes RF provoquantun v e r s e me n tde ge®moments maghétigees

orientés parallelement au chamyagnétiqueet forcant leur mouvement de précession en

phase ce qui produit une bascule dentagnétisatiowvers le plan perpliculaire au champ
magnétiquelL'angle de cette bascule dépend dedhisité et de la durée des ondes RF
envoyéeslLa composante transverse de la magnétisation est détegtéed i nduct i on ¢
courant dans une antenme relaxationmagnétique nucléaireorrespond au retour graduel

du syst me 7 | d@&qgui°lti bdrée® mi msistiioanl dadporn dse sl R F

Bien que simultanées, le retour des composantes de relaxation longitudinale et transversale
a leurs valeurs initialesstconsidéré séparément. La relaxation longitudinale, correspondant
au retour des moments magnétiquesenipd i on parall | e au champ n

z), suit une loi exponentielle. Le temps de relaxaflanest une constante de temps
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correspondardutemps requis pour qua magnétisation longitudinateviennea 63% de sa

valeur a I'équilibre. Il d&nd principalement de la mobilité des molécules contenant des
noyaux d' hydrog ne et est dbébautant plus <cou
La rdaxation transversalestdue au déphasage des smiagséyar une interaction spispin

menant a une dimution de la magnétisation transver&dle suit une loi exponentielle
décroissante et permet d'obtenir les temps de relaXBB@nhT2*. Des inhomognéités du

champ magnétique provoqueun déphasage supplémentaire des spins. La constante de
tempsT2* caractérise la perte de magnétisation transverse due a ces deux phénbaesnes
constante de tempsT2 et T2* correspondnt au tempsrequis pour que lanagnétisation

transverse diminue 4 37% de savaleurinitiale s i mages do6l RM sdant obt
les différences entre les valeurs @& (pondérationT1), T2 (pondérationT2) ou T2*
(pondératiornr2*) entre différents tissugal 6 ut i | i sati on de temps de

deux i mpulsions) et temps doé®anhsare)(t emps ent

L6I RM poss de une bonne r®solution spatiale
det emps de relaxation du proton de | deau, I
certaines pathologies ou les variations en eau liées aordésint faibles. Pour améliorer le

contraste on peut avoirrecelir | 6i nj ecti on dbéagents de cont |

1.5.2. Agents de contrastes

Les agents de contraste sont utilisés pour moddieelaxation magnétique nucléantes

mol ®c ul es d(@&erades etLawentt 2009;Hingorabal, 2015) Pource faire,

ils doivent induire un champs magnétique local qui en interagissarieaneement nucléaire

du proton va accélérer les relaxations longitudinale et transversale (effets de relekation

T20 et modi fi er mnétigeerocal (effetdensasoeptiviii@*)m.egagents de
contrastes sont classés en agents paramggasti(chélates degadolinium agissent
principalemensur la composante longitudinale) ou agents sppeamagnétiques (agents a
base doéoxy ckeagissanf@ihcgdlementguwr & composante transversalehe
diminution deTls e tr adui t par un contraste positif
menant a des zones blanches) en pondérafianl or s qu 6 un &2oddef@fseut i on

traduit parun contraste négatif (atténuation du signal menant a des zones sombres) sur des
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images en pondératiom2 ou T2*, respectivementll faut noter que, contrairement a
| 6i mageri e de tomogr ap hTEP) olplasrisot@®esi radoactdsn d e

injectés émettent eumn®° mes | e signal d®t ect ®, ou | a t
contraste atténue directement lesraygdns en | RM, on uoeeagentsale | 6act
contraste sula magnétisatod es noyaux doéhydrog ne de | eur

1.5.2.1.Agents paramagnétiqueshélates de gadolinium

Les agents de contraste paran@gni ques per mettant doTdgpntr sur
les plus utilisés(Helm, 2011) Parmi s ®| ®ment s doéi nt ®r °ts ( m
lanthanides), le gadolinium elste pl us empl oy ® p dl Néarméimsmager i
sous sa forme ionique hydratée {Gdle gadolinium est toxique (accumulation dans le foie,

la rate et les os @&ntrane desisques de fibrose systémique néphrogene pour les patients
présentant uniesuffisance rénalg)crobner, 2006; Post al, 2008; Rogosnitzky et Branch,

2016; Siebeet al, 2009; Wigintoretal, 2008) Af i n qudbéil ne soit pas
et éliminé efficacement, le gadolinium est complavec un ligand organique sous la forme

de chélatdRaymond et Pierre, 2005) Au cour s de | aleprodoitcd®d ur e
contraste est inject® par voie intraveineus
r ®p ®t ®e des i mages de | 6or gaMR) panktde dui@e ° t

le passage du produit dans le tissu. Des méthodes de modétisatd e s donn®es et

de paramétres pharmacocinétiques quantifiables peembed 6 i nt er pr ®t er | e :
doéi mageri e. Léutilisation dl@erementadaquatepoers de
| 6i mageri e du cer veautdelaBldH et révélgr eu conirmer 6 ®v a |
présence de tumeur(s) cérébrale(s). En effet, les complexes de gadolinium sont trop gros (500
Daltons) pour diffuser au travers de la BHEmale(Pardridge, 1998, 2005)

La sensibilit® dedoudl RMsasitorn ad dricecssidh agent ¢
présenced e guantit®s i mportantes (de | 6ordr e
nanomolaires utilisés en imagerie TEP)air détection est moins sensible que celle des

agents supgparamagnétiques
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1.5.2.2. Agents supgaramagnétiques mi cr oparticul es dobéoxyde
de

Lesagentssupgrar amagn®t i ques sont ¢ on s(Yuonget&,s
2017) Selon leur taille, on distingueles USPIO ltrasmall SuperParamagnetic Iron
Oxide de diamétre inférieur a 50 nm) ; les SP(SuperParamagnetic lron Oxidaele

diametre compris entre 60 nm et 180 ranles MPIO Kicron-sized Particles of Iron Oxide
de tailles micrométriques (300 rin8.5 um)(Geraldest al, 2009; Wanget al, 2001)

Les agentsT2 agissent sur le temps de relaxation transveiGaace a leur moment

magn®ti gue ®l ev®, | es particules dbéoxyde

conséquece une accélération du déphasage des spingaimes des protons et une

di mi nution du temps de relaxation transvers

d
P

de

champ magnétique au voisinage des protons environnants. Cette hétérogénéité aura pour

du signal et | 6assombri ssement de | &ypemage o
de contraste est dit « négatif ». Il fangtter que ces agents agissent strdet le T2* mais
aussi en moindre mesure suifle
Les particulesld o x fedpeesentent un intérét en recherfleddenst al, 2013; McAteer
et al, 2007) Les développements actuels visgfanctionnaliser ek optimiser la spécificité
et | 6 ededagentade icant@ste suparamagnétique&n particulier, les MPIOs font
| 6obj et de nombr euses (Kbbayasheet Breckbrel, 20058ado nt | 6
et al, 2011; Singket al, 2010)
- Avoir une quantité de fer plus importante
- Produireune inhomogénéité dchamp magnétiquenportanterendant leur détection
possible sur une distance supérieure a 50 fois leur digmétre
- Demeuredans le milieu infivasculaire du fait de leur diameétre (donc théoriquement
ne peuvent sbéextravaser | ibhrement trav
- Etre éliminéassezapidement
Ainsi, |l es ®tudes so6orientent veraboi emag®vel:

moléaww | ai re dont |l e principe repose sur

biomarqueurs spécifiques de pathologies.
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Néanmoins, malgré la présence naturelle de fer dans notre organisme et les avantages que
présente la relaxivité degentsT 2, ceuxci sont peu commercialisés (on compte uniquement
le Resovist{Wang, 2015)Ceci peut étre expliqué en partie par le fait quetaraste négatif

observé apporte une confusion avec des signaux issus de conditions pathologiques telles que

|l es h®morragies, |l es moments magn®tiques ®I
et, en fonction de | geuatssupgeparatagnétiqgued péudtretras nat i
longue.

1.5.3. Imagerie moléculaire

L6i mageri e mol ®cul air e a pour objectif un
biologique au niveau cellulaire et ou moléculair@l 6 ut i | i sati on de moda
Ell e renpuioer td dlage nt s d-adire unagemt decdnieaste douple ®s ¢ 6
un agent de ciblage ou vecteur (peptide, oligonucléadiakicorpsou molécule de synthese)

spécifique de la structurblée.

Pl usieurs modal it ®s iséspiomag d raii & ep alev é oti matgree
savoir:
- L6i mager i e uneputipupsast enincageeiesnioléculaire préclinique grace
| 6uti |l i sat i ormund péndtrationdiitée gahsdes tessus; ma i s ,
- L6®chographi e &gemen acessible, #haisesaréselutientest limitée
et de nombreux art®f acts rendent | 06inter
- L6i magerie nucl ®ai r e ( TdnRsiomnmonghdiokiue) T 0 Mo ¢
per met déobtenir | a me i(dahseca cagle taeurs i b i | i
radioactifs)et, complétée par la TDM permet une localisation anatonuicg@sedes
phénomenes moléculaires observés;
- L6IRM poss de une r®sol dtEIPe T EMPateitall & upli
ddagents de c defacommsighifeative sagsersibilitéeet, offre une

localisation des lésions plus précise.

Le ciblage dbébune pathologie en imagerie mol

(cellule ou moléule clé) absente ou peu exprimée en condition normaig fiorement
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expri mPe en condition pathologique. Comme \
exprim®es ~ | a surface des cellules endoth®
d e flandmation et facilement accessibla partir de la vasdarisation aux agents de

contraste.

En IRM, les développements en imagerie moléculaire coauelrs MPIOs ciblant VCAM

1 (MPIOSvcam-1) se r ®v | ent pr opme®ctleiunrisq upeo udre 110646 i maf
preuve de conceptmntondadsie@dGacte demontée par McAteef | a
et coll aborateurs dans un mod | e ani mal
intracérébrale de H1 fMcAteeret al, 2007) Ces méme MPIOs ont été utilisés pour imager

| 6acti vation endot h@drinsal6eé n fdlaa mmadvassulaim ocd® r | ®eb:
asymptomati gue de d®mence, de Il a maladie
immune (Montagneet al, 2012) La spécificité des M®s-vcam-1 a €té démontrée par

| 6absence de marquage chez | es souris inje

contrbles.
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Problématique et Hypothésesde la recherche

La BHE permet une communication bidirectionnellerede SNC et la périphérie pdes

mécanismes régulés tels que, la sécrétion et la réponse a des médiateurs inflammatoires et le

recrutement de cellules immunitaires)| uni t ® neurovascul aire
communication bidirectionnelle estgessaire au maintied 6 u n ph@stolagique et sa

défaillance peut entrainer des pathologies.

Les travaux de cette thése concernent deux mécanisatieslogiquesla formation de
métastases cérébrales ou la communication est détournée par les CT@sliehkcrose

tardive a1 la communication devient hors de contr@B=s deux mécanismes ménanix

problématiques et hypotheses suivantes

1)

2)

Le d®vel oppement doun cancer est ®t r C
mi croenvironnement i nrfldmanationantraumorae peuA|l or s
participer a la progression cancéreuse et mener a la dissémination de CTCs la

pr ®sence douneniaflileammatoondaire peut cor
CTCs " 1 6endot h®l i um vasculases. kespraéinesi ni t i
déoadh®sion cellulaire expri m®es par |l es
| 6i nteraction eses et botex ¥CAMuekt anypliquéa dans®a e
migration transendothéliale des cellules cancéreuses dans plusieuresorga

Cependant, ce processus est méconnu dans le cerveau.

Dans cette étudeous avonsdonpr emi r ement @mes | Bdohdpot
d 6 u imfemmation cérébrale augmenterait | élepyiplaes si or
transmigration de cellules tumorales etftamation conséquente de métastases
cérébrales. Dans un deuxiéme tengpg, s u p pndleaage gEUCAM -1 réduirait

lesmétastases cérélea.

Du fait de son caractére faiblement invasif, sa faible morbidité et ses excellents

résultats en clinique, la®RS est rapi dement devenue un
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thérapeutique pour la prise en charge de métasiasigues chirurgicalement
inaccessibles et les métastases multipl€ependant, les complications tardives telles

que la radionécrose liée a desptr@dénes inflammatoisgmportans compromettent

les gains thérapeutiques et la qualité de vie des patieatdescription des
mécanismes lésionnels radimuits peut se faire a différents niveaux, tant sur une

échelle temporelle que structurelled a \ment des effetaigsd e | 6i restadi at i
bien décrit maigeur lien avec le développement des effetardés bi enetque | 06
de plus de travaux récemment, est encore flawconnaissance da genése de se
mécanismetardifs est essentielle poamdiorer les moyeadiagnostis et identifier

des cibles pour des traitements préventifs ou curatifs.

Objectifs

Objectif #1
Explorer le r6le de VCAML dans la formation de métastases cérébddas un modéle
animal de métastases cérébrales chez qui dlznimation cérébrwasculaire est induite

avant | 6injection des cellules canc®reuses.

De cet objectif principal découledeuxsous objectifs (i ) ®t udi er Fldexpr e
dans un mod | e ani mavascuthiéeiparflIRMaanh ndautt ti ol oi sc @6 ® b
agent de contraste ciblant VCAMet, (ii) VCAM-1 étant exprimé dans les vaisseaux des

métastasesiétecteices derieres avec le méme agent de contraste.
Objectif #2

Mettre aupoint un modeéle animal de radionécrose cérébrale retardée aimatériser les

®VY nements mol ®cul ai r e s radigindaite dahslelcavieausain. d e |
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OBJECTIF #1

2.1. Article 1. Automated detection and quantification of breast cancer brain

metastases in an animal model using democratized mackeitearning tools
Aut eur s d BinalSikmadérémie P.e~ouqueRéjean Lebel, Phedias Diamandis,

Maxime Richer, Martin Lepage

St at ut d Accdpté danScientfic Reporke 6 novembre 2019, une version en ligne
est disponible depuis I€2ovembre 2019

Avant-propos:J 6dr t i ci p® ~ | a c o nReéjegntebaeatle @rdMariiné ®t u d
Lepaged 6 a i r®al i s® | es exp®r i enclrémiedPnFowuer o et
a particip® " | a mi s dapremiérepébaaahe du danusgriedt | a b .
coll aboration avec | es autres auteurs |joOai

version finale.

Résumé: Les progresde | 6 i mangireériquedes lames histologiques entigret de

| 6appr ent ieoffemtge noumellestpossibilitpsour | danal yse et | ¢
automatique des | ames histopathologiques p
bi ol ogi stes. Cependant, | 6utilisation des o

compétences avancées en informatiquepeuvent ne pas étre immédiatement accessibles

dans les laboratoires traditionnels, t@us proposons une méthodologie simple et accessible

pour automatiser la détection et la qiification des métastasesérébrals d 6 or i gi ne
épithéliale sur des laradnistologiques numérisées. Nous avons analysé 100 images de lames
entiéres de sectigmle cerveau coloes” | 6 h ® m-adsinexXH&E)iissues de 25 souris

BALB/c avec différents niveaux de charge tumorale céréddalepprentissagsupervisé

du Trainalle Weka Segmentation (TWS) de Rji ®t ® ef fectu® ~ partir
entiéres annotées. Une comparaison avec des régions délimitées manuellement montre que

| 6al gorithme a appri s Uxdesdeutes daricéreses desiisss e g me
cérébraux normaux. Notre approche a abouti a une corrélation robusteceincordane

entre |l a quantification automatique des m¢
humaine (R = 0.8783; P < 0.0001). Cett@m@roche simple pourrait se préted® aut r e s
analyses similaires dont celles de tissus humains. Une utilisation élargiealgilsasse a
d®mocrati ser | 6apprenti ssage machine et am
qualitatives des recherchksa s ®e sur | 6hi st opathol ogi e.



Automated detection and quantification of breast cancer brain metastases in an animal

model using democratized machine learning tools
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Advances in digital whokslide imaging and machine learning (ML) provide new
opportunities for automated examination apdantification of histopathological slides to
support pathologists and biologists. However, implementation of ML tools often requires
advanced skills in computer science that may not be immediately available in the traditional
wetlab environment. Here, wpropose a simple and accessible workflow to automate
detection and quantification of brain epithelial metastases on digitized histblsigies. We
leverage 100 Hematoxylin & Eosin (H&ES}ained whole slide images (WSIs) from 25
Balb/c mice with variousevels of brain metastatic tumor burdef.supervised training of

the Trainable Weka Segmentation (TWS) from ias achieved from anteied WSIs

Upon comparison with manually drawn regions, it is apparent that the algorithm learned to
identify and sement cancer celspecific nucle and normal brain tissue. Our approach
resulted in a robust and highly concordant correlation betweemated quantification of

brain metastases and manual human assessment @B783; P < 0.0001). This simple
approachs amenable to other similar analyses, including that of human tissues. Widespread
adoption of these tools aims to democratize ML and awgrprecision in traditionally

qualitative tasks in histopatholodpased research.
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Introduction

Microscopic analysi of hematoxylin and eosin (H&E)ained slides prepared from tumor
tissue remains the gold standard for clinical cancer assessmergmaisis and a vital tool

for cancer research®. Even in the research setting this often requires highly trained
pathologists which are not always available. Performing this task accurately is crucial,
especially when histology serves as ground truthertreatment decision process. Similarly,

in thelaboratory, accurate quantification of histological sections is an important final step
for validating hypotheses in vivo animal models. Traditionally however, these have been
done manually and in a egively quantitative manner.

The advent of higiiesolution whole slide imaging systems (or digital pathology) now allows

the development and validation of comptassisted tissue analysis methods, with the aim

of automating some aspects of the procesba assisting pathologists and researchers in

the detection, quantification, and classification of neoplastic disease biifdetowever,

the large amount of imaging data generated brings its challenges in terms of data storage and
processing capabilitghat are ofterbeyondthe scope of traditional bliogical research
programs’. Specifically, machine | earning (ML),
enables computers to learn from a training dataset and extend their learned knowledge to
subsequet cases foautomated predictiorfs ML opens uppossibilities for automated and
objective analysis of large datasgti biology, ML tools (e.g., deep learning, support vector
machines and random forests) have found applications in fields such aspeste!!
genomics!?1® and radiomics!¥ 16, Histopathological analysis has received significant
attention in recent years due to emerging advances in ML tools for computer¥i&ion
Despite these promises, many physicians and researchers, wihaostemefit from these
technologies, do not hatee computer science training or personnel to routinely implement
these powerful technologies into their research program.

Consequently, a considerable effort has been made to develop image analysmgptator
depend on a relatively low level of tecbal expertise for application in digital pathology.
Among the most popular are Imag&Jand its distribution Fiji*3, Icy 24, llastik 2> and
CellProfiler 2627, Such open source software can be easilynee@ with plugins, scripts,
pipelines or workflowsBased on these, researchers with software development skills can

design more specialized and more customized analysis packages. However, they cannot
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handle the visualisation and processing of WSIs. Opg®%| Sedeer® and QuPati? offer

an alternatre to handle whole slide format. However, OpenSlide lacks an image analysis
capability. Sedeen and QuPath both offer a comprehensive package (annotations, image
analysis and automation) but Sedeen is stiltler development (the pathology image
informaticsplatform, PIIP) and QuPath requires powerful computers with very high storing
capacity and performance.

In this paper, we present a simple ugeented approach for the automatic quantification of
breas metastatic disease from histological mouse bdagital images. Metastases were
implanted in Balb/c mice by intracardiac injection of the 4T1 murine mammary epithelial
cancer cells which mimic stage IV human triple negative breast c3intemhe resliing

brain tumor metastases were quantified usheytrainable WEKA (Waikato Environment

for Knowledge Analysis) Segmentation (TWS) plugin from Fiji
(https://imagej.net/Trainable_Weka_Segmentation). This open source;friesdly
machine learning tool as designed to help carry out image segmentamgy @ supervised
image classification approacf Using the latter approach, a classifier is created from a
training set of pixels manually attributed to different classes to reliably discriminate between
classes and perform segmentatioraddrge numbeof images. The TWS plugin combines

the image processing toolkit Fiji with machine learning algorithms from the data mining and
machine learning toolkit WEKA3* to perform image segmentation based on pixel
classification. WEKA contains a collection of teaand algorithms for data analysis and
predictive modeling. Fiji, a distribution of Image J, is an open source image processing
package providing a fast and easy access to powerful tool to explore alup dewe image
processing techniquéd Its easef use and interactivity makes it attractive to scientists who
needto perform advanced image analysis despite limited experience with programming.
Thus, the paper serves as a proBtoncept exercise toighlight to nonrexpers how this

tool can be custaized and implemented in the biological sciences. In this study, a training
dataset was generated with representative and annotated tumor images. The algorithm was
subsequently appliedhe remainder of thedataset. Results obtained by automatic

guantification were compared with manual segmentation.
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Methods

Experimental data

Our dataset consists of 100 digitized H&Eained brain sections from 25 Balb/c in which
various levels of braimetastases weregsent. Briefly, Balb/c mice received an intracardiac
injection of 4T1 breast cancer carcinoma cells® (@€lls in 100 pL PBS) into the left
ventricle, which represents a model for haematogenous dissemination and metastatic
invasion to thérain. Brain metstases can be detected as early as 5 days after cancer cells
injection *. Eighteen days after intracardiac injection mice were sacrificed under deep
anesthesia and brains collected for subsequent histological analysis and metastases
quartification. Tissueslides were digitized using the Hamamatsu NanoZoomeR3.0
digital slide scanner (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Shizuoka, Japan) at a 40x

magnification (i.e. 227 nm/pixel).

Image preprocessing

Whole slide images were preprosed because of tindarge size at full resolution. First,
images were resized at a 5x magnification with the NanoZoomer NDP.view2 viewing
software. Then, using MATLAB, brain hemispheres were extracted as left and right
hemisphere (LH and RH, respectivelifach hemisphemgas subdivided in smaller images
(tiles) containing 1024 x 1024 pixels, creating a substack of imagéd$ (8es per
hemisphere) as illustrated in Figure 1. This strategy reduced data volume and allowed to
process images in each substaskindividual imges to increase the training examples for

supervised learning.
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Figure 1. Image preprocessing. Representative H&E stained brain section showing
histopathological features for breast cancer brain metastases. Cell nuclei and cytoplasm are
stained in purpland pink, respectively. (A) The left brain hemisphere is identified by a small
incision (whitearrow - (magnification 1 x;scale bar: 1 mi). (B) Each hemisphere is
automatically split in smaller images of at most 1024 x 1024 pixels in size (magnifiBation

X; scale bar: 20Qm).

Machine Learning

The TWS plugin in Fiji (version 3.2.20) is an opsource machine learning and data mining
toolkit 33 based on the Waikato Environment for Knowledge Analysis (Weka, University of
Waikato, Hamilton, New Zealand)

Six segmentation classes were created: Normal Brain, Metastases, Ventricles, Artefact, Void,
and Frame. The Artefact class was added since brain slide images can present artefacts related
to tissue sectioning (folds, chatter) and staining (precipitateg) Frame class was added to
account for a black frame present for tiles smaller than 10824 fdixels when staekaded

in the TWS plugin (Figure 2).
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