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RESUME

Avec environ 700 000 déces en 2008, le carcinome hépatocellulaire se situe au 3eme rang de la

mortalité par cancers dans le monde. La chimioembolisation est le traitement recommandé

chez les patients att ei nts doéun carcinome h®patocellulaire
classification Barcelona Clinic Liver Cancer. Cette technique de radiologie interventionnelle

consiste en| 6 i njiraattdrisllend 6 un agent a'ntl ddeineeeturdlipiodol ou

mi crosph res dcomephtée pai sna dbcclusion) artérielle lorsque le lipiodol est

utilisé. La médiane de survie des patients traités par chimioembolisation pour un carcinome
h®patocell ul aire end e isteanalecrmsensus 2r laapnosédure optimale.

L6obj e adtré fravaill est d 6 e s s d@néliorer la procédure de chimioembolisation en
optimisant déune part | 6agent anticanc®reux et dbéauf
(I a ®t ® d®montr ® ausélecton insvitrod 6 ugru et rl dviestidIrd lathée it n e
anticancéreux le plus cytotoxique sur 3 lignées humaines de carcinome hépatocellulaire. Cette

anthracycline présente une cytotoxicité supérieure a 10 autres agents anticancéreux dont ceux

utilisés en pratique clinique pour la chimioembolisation des carcinomes hépatocellulaires.

L éssai de chimioembolisation de phase Il randomisé LIPIOAMIO a montré que | 6addi ti on
d 6 ami odulisé® poair stabiliser une émulsion a base d e l i piodol et ddéant h
n @&gmente pas signicativement la survie des patientsat t ei nt s dodéun carci nome h®]
non résécable non métastatique. Nous avons par ailleurs montr® ¢
chargeable et donnait une solution stable plusieurs mois avec| e s mi ¢ r oanpdisatoe s d 6

DC BeadE

Un essai de phase | est en cours pour déterminerladosel i mi t ante de | 6idarubicin
dans une solution de miaar ocsopuhr sr edsé ulnGmidsedmisdioe de

chez des patients att ei eltlare ndrdrasdcabteanorc métastatime. h ®p at oc

Quelques résultats préliminaires de cet essai sont présentés dans le manuscrit.

Mots-clés : carcinome hépatocellulaire, chimioembolisation, agent anticancéreux, lipiodol,

microsph res dobéembolisation
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ABSTRACT

With 700,000 deaths in 2008, hepatocellular carcinoma is the 3" most common cause of
cancer-related death worldwide. Transarterial chemoembolization is the standard treatment for
intermediate-stage hepatocellular carcinoma. This intraarterial treatment is performed by
injecting an anticancer drug carried by ethiodized oil or by drug-eluting beads and followed by
the occlusion of the artery when ethiodized oil is used. Median survival of patients remains < 2
years, and there is no consensus about the optimal treatment regimen.

The aim of our work was to improve the efficacy of transarterial chemoembolization in
optimizing the anticancer drug and its carrier.

We have demonstrated that idarubicin was the most cytotoxic anticancer drug in an in vitro
screening study of 11 anticancer drugs on 3 human hepatocellular carcinoma cell lines.
Idarubicin was more cytotoxic in our experiment than the anticancer drugs which are currently
used for transarterial chemoembolization of hepatocellular carcinoma.

The randomized LIPIOAMIO phase Il trial has shown that the addition of amiodarone to stabilize
an emulsion composed of an anthracycline and of ethiodized oil injected for transarterial
chemoembolization does not improve significantly survival of patients with a non resectable,
non metastatic hepatocellular carcinoma. We have also demonstrated that idarubicin could be
loaded in drug-e | ut i ng Daénd Ba ¢hd Eesulting solution was stable during several
months.

We designed the dose-escalation IDASPHERE phase | trial to determine the limiting dose of
idarubicin administred in a solution of drug-el ut i ng D Cduriijje a trdbsarterial
chemoembolization session in patients with non resectable, non metastatic hepatocellular

carcinoma. First results of the trial are presented in the manuscript.

Keywords: hepatocellular carcinoma, transarterial chemoembolization, anticancer drug,

ethiodized oil, drug-eluting beads
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INTRODUCTION



Place de la chimioembolisation dans le traitement du carcinome hépatocellulaire

eéme

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) estle 5 cancer le plus fréquent dans le monde

éme

[Globocan 2008]. Avec environ 700 000 décés par an, il se situe au 3" rang mondial de la
mortalité par cancers [Globocan 2008]. En France, on comptait 7098 nouveaux cas de CHC en
2008 [Globocan 2008]. L 6 i mceidd €HC a triplé en 20 ans en France [Belot 2008]. Au
moment du diagnostic, seuls 30% despati ents b®n®ficieront déun trai-t
curatif (transplantation hépatique, résection, destruction percutanée) [Bruix 2009]. Pour 30 a
50% des patients, qui présentent au diagnostic un CHC non résécable de stade intermédiaire B
selon la classification Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC), a savoir un CHC de grande taille
ou multifocal avec une fonction hépatique préservée Child-Pugh A ou B7, sans thrombose
porte, ni métastases, le traitement recommandé est la chimioembolisation (CHE) [Bruix 2009].
Ces recommandations reposent sur les résultats de deux essais randomisés [Lo 2002, Llovet
2002] suivis de deux méta-analyses [Camma 2002, Llovet 2003] qui ont démontré que la CHE

am®Il i orait significativement I a survi e des pati e

comparativement aux soins de support et a la chimiothérapie systémique.

La CHE sbest d®v el opp ®elI8d pnnsipalémerd aualJappr®leas 1970
techniqgue a ®t ® d®vel opp ®e-mémepniide ddns lesdrméet WEOMb o | i sat i
Léembolisation consiste 7 injecter un agent ddéocecl
technique visait initialement a occlure des vaisseaux de gros calibre pour stopper des
hémorragies et traiter des malformations artérioveineuses [Speakman 1964, Ishimori 1967]. Elle
a ensuite ®t ® propos®e pour | e traitement des tumeu
pour le traitement des CHC.

La CHE est une technique de radiologie interventionnelle loco-régionale qui consiste en
| 81 nj iet@artérielle (IA) d 6 un agent ant il deadnod@cteud §ipiodol ou
mi crosph res d éompiébée | pars uné iocclusion artérielle par des agents

d 6 e mbtoh loscue le lipiodol est utilisé. Le principe de la CHE est ddaugmenter | a
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concentration de | 6agent aautpluscpees de@a temexwr gr ©c e l 6injection |
gr ©ce au ralentissement du flux sanguin par | dembol |
Bien que la CHE soit pratiquée mondialement depuis de nombreuses années, il existe

une trés grande hétérogénéité selon les centres et les radiologues interventionnels au regard

des agents anticanc®reux wutilis®s, des doses admin
techniques d 6i nj ect i on, de | a[Mdrelli @00d].eRinalement, dassurvie udese s

patients traités par CHE pour un CHC reste faible (< 30% a 3 ans) [Llovet 2 0 0 3] et il noéexi
aucun consensus sur la procédure optimale [Marelli 2007]. Il est donc nécessaired 6 opt i mi ser | a

technique de CHE.

Objectif du travail de thése

Léobjectif ddoeesdyapvta inli seegt | a pfoo®@dAlwraaen®d € o CElE

les réponses et la survie des patientsat t ei nt s doéun CHC non r ®s®cabl e, n ¢

Plan de lathése

La premi re partie situe |l e sujet sur |l a base d

antérieures. Le premier chapitre expose des données générales sur le CHC. Le second

chapitre présente la CHE comme traitementd es pati ent s adn résécable, sond 6un CHC
métastatique.
La seconde partie présente les travaux personnels réaliséspoure s sayer d@am®l i or er

procédure de CHE en optimisantl 6 agent anti canc®r euxdobdabuutnree ppaarrtt .et |
Dans un premier chapitre, nous montrerons que | 6i dar ubi ci ne, ant hr ac)

dans | e traitement des |l euc®mies aiguzxs, est | 6age
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lignées humaines de CHC. Ce travail invitroa f ai t | 6obj etpréskitéenmlansceu bl i cat i
chapitre.
Le second chapitre détaille les travaux effectués sur le vecteur. Nous présenterons

notamment les résultats de eg$sd cliniue de phase Il randomisé qui a comparé deux

proc®dures de CHE I ipiodol ®e, | 6une avec amiodarone
| 6otbpene publ i c a présentée dansileamaruschit.iNqus présenterons également
dans ce chapitre | es r ®sul tats pr® iminaires .dd odlerd@icas ali de p
la suite du travail in vitro, teste chez des pat inennrésécable,tnbnei nt s dot
métastatique une CHE combinant ~ prior.i | 6agent ant i daasncet®r eux | e
indication, | 6idarubicine avec | e vect euembdlistiop| us appropr
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PARTIE 1

PRESENTATION DU SUJET



Chapitre 1

Geénéralités sur le CHC
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1. Le foie

1.1. Anatomie

Le foie est | d6dorgane | e plus volumineux de [ 6or
traversant | a cavit® abdominale sur toutl&0d a | argeu
plus environ 800 gdes an g . Chez | 6adul te, | es dlargearksdampons du f o

profondeur 15cm, hauteur 8 cm.

Sur le plan anatomique, il est formé de 2 lobes principaux, le droit et le gauche. La
vésicule biliaire est située au niveau du lobe droit.

Lelobuleh®pati que est | 6unit® fonctionnelle du foie.
hexagonale, avec en son centre une veine centrolobulaire et limitée en périphérie par plusieurs
espaces portes voisins (Figure 1A) . Le diam tre moyen ddemviobuld h®
mm [Bismuth 2003].

Léorgani sation vasculaire du foie d®termine son
constitue | 6unit® fonctionnelle du foie. Cette stru
ligne réunissant deux veines centrolobulaires, & son sommet par un espace porte et centrée sur
le canal biliaire. Trois zones y sont délimitées, rendant compte des différences morphologiques
et fonctionnelles des hépatocytes au sein du parenchyme : périportale ou afférente (zone 1),

médiolobulaire ou intermédiaire (zone 2), et centrolobulaire ou efférente (zone 3) (Figure 1B).

Lobule hépatigue Acinus hépatique

Figure 1. A. Schéma du lobule

hépatique, unité anatomique du

foie,B. Sch®ma de | 6dacinus ¢
Rappaport, unité fonctionnelle du

foie(déapr_s [ Deugnier 2005])

@  canal biliaire

espace porte
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1.2. Vascularisation

Le foie est le seul organe avec les poumons a recevoir un double apport sanguin.
Laveinepoteam ne du sang veineux en provenance de |
(veines mésentériques supérieure et inférieure), de la rate et du pancréas (veine splénique) et
de | 6 e s tne gaatrique]. Elle apporte environ 75% du volume sanguin hépatique.

Loéart r e, ibs@epda trangaoaiaque, améne le sang oxygéné directement du

cliur. L 6 ensemblieartereehépatmue ganstitues avec le canal cholédoque, le
p®di cul e h®patique. La ramification h®patique abou
branche de | 6art re h®patique, ddune branche de | ¢

biliaires. Le sang passe de la veine porte & la veine centrolobulaire au sein du parenchyme
hépatique par les sinusoides, capillaires hépatiques dans lesquels se déversent les branches
de division de |l déart re h®patigque et de |l a veine
hépatiques monocellulaires, se déversent dans une veine centrolobulaire qui conduit ensuite le
sang vers les veines sus-hépatiques puis dans la veine cave inférieure.
Le sang quitte le foie par trois veines sus-hépatiques principales (droite, médiane et
gauche) et des veines accessoires qui drainent le segment 1 (ou lobe de Spigel), ce qui
explique | dhypertrophie de ce segment en cas dbéobst
sus-hépatiques principales délimitent 4 secteurs composés chacun de 1 & 2 segments : latéral
gauche (segments 2 et 3), paramédian gauche (segment 4), paramédian droit (segments 5 et 8)
et latéral (ou postérieur) droit (segments 6 et 7) (Figure 2). Elles se jettent dans la veine cave

inférieure.

32



Veine sus-hépatiqgue
gauche

Veine sus-hepatque
sagittale (dans la
grande scissure)

Veine sus-hépatique
droite

Canal  hépatique
gauche

Canal latéral droit

Canal hépatique

Canal paramédian droit

droit
- Ligament rond

prolongeant
le récessus de Rex

Vésicule

! FOIE DROIT 4 FOIE GAUCHE
{ 11 }

LOBE DROIT LOBE GAUCHE

Figure 2. Segmentation hépatique ( ¢ ©2P" s [Bismuth 2003])

La double vascularisation hépatigue a une conséquence importante pour la
th®rapeutique. Les tumeurs primitives ou secondaire:
sanguin par | 6art re h®patique et non pas par | a Vve
sain.Cette caract®ristigue permet de pouvoir occlure |
compl te de | dorganecomuiingee ddéltuie irri fve® par | e
| 6hypervascul arisation tumor al e, s qluiCHCe gétte une des
caractéristique vasculaire du foie a constitué la base du développement des

thérapeutiques IA de ces tumeurs.



2.Le CHC

2.1. Définition

Le CHC est une tumeur épithéliale maligne développée a partir des cellules
parenchymateuses hépatiques ; pour cette raison, les cellules tumorales ont des

caractéristiques histologiques ressemblant a celles des hépatocytes.

Les caractéristigues anatomopathologiques et les signes cliniques du cancer du foie

eme

furent décrits a la fin du 197" siécle. En 1901, Eggel analysa les données de plus de 200

autopsies rapportées dans la littérature et proposa une 1% classification du cancer du foie

[Eggel 1901]. En 1911, Yamagiwa précisa les caractéristiques histologiques des tumeurs du

foie et distingua le CHC du carcinome des voi es biliaires intrah®pati
respectivement s o hépatome»s et dee«rcmokarsgiome & [Yamagiwa 1911].

Cette terminologie fut adoptée dans le monde entier. La signification du mot hépatome étant

finalement ambigué (les termes d 6 h®p at o me b®ni n et déoh®pat ome ma |
utilis®s), l 6l nternational Association for the Stu

carcinome hépatocellulaire et de carcinome cholangiocellulaire (cholangiocarcinome) [Fogarty

1976].

La monographie de Berman Primary Carcinoma of the Liver publiée en 1951 [Berman
1951], mit en lumiére les particularités épidémiologiques du CHC. Ce cancer était beaucoup
plus fr®quent dans |l a population noire déAfrique d
autres pays dont l es taux dobéincidence bruts ®taien
attaché a la description clinique du CHC. Il travaillait dans un dispensaire attaché aux mines
doéor autour de Johannesburg o0% des duoMoamiEquex | eunes
®t ai ent empl oy ®s. Un grand nombre déentre eux O®tai
arrivée. Berman décrivit les signes cliniques de la maladie chez 75 patients et rapporta

également les découvertes autopsiques de 51 cas. Ce fut a la fin des années 1970 que Kunio
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Okuda reconnut les différences cliniques et anatomopathologiques entre les patients Bantous
décrits par Berman et ceux vus au Japon. Le CHC de type expansif, encapsulé est le type
anatomopathologique le plus fréquent au Japon, alors que le CHC infiltrant prédomine aux Etats
Unis et que |l dassociation ° une cirrhose est beauco

bantoue [Okuda 1977].

2.2. Epidémiologie

2.2.1. Incidence

Le CHC représente 85-90 % de | 6ensembl e degesentiromvdus506 du f oi e

nouveaux cas en 2008 dans le monde, le CHC représente le 5°™ cancer le plus fréquent dans

eme

le monde [Globocan 2008] (Tableau I). Il se situe au 3" rang mondial de la mortalité par

cancers apres les cancers du célon/rectum et du poumon [Globocan 2008]. Environ

700 000 personnes sont décédées en 2008 d an s | e mond eGlodogam 008 HC |
Soixante dix pourcent des cas de CHC surviennent chez les hommes [El Serag 2007]. Un des

facteurs pouvant expliquer | 6mmes qud ehezcles feminass ®I| ev ®e
quelle que soit la population, est la fréquence supérieure des hépatopathies chroniques chez

les hommes [El Serag 2007]. En France, on comptait 7098 nouveaux cas de CHC en 2008

[Globocan 2008].

Tableau I. Incidence mondiale du CHC

Année Total Femmes Hommes
1999 437 410 121 110 316 300
2000 564 300 165 970 398 330
2002 714 600 210 000 504 600
2008 749 744 226 312 523 432

Hormis quelques exceptions, 6 i nci dence du CHC est plus ®| ev®e
de développementque dans | es pays d®vel opp®s en |lien direct

virales Bet C dansces pays. En2008, | es taux doéincidence sdammsndar di s ®:



| es pay sasiatigue, dibbSEGEst asiatigue et d 6 A fbsahagianee étaient supérieurs a

20 pour 100 000 [Globocan 2008] . L6l t@aEs gragne, l a France et | es
présentaient en 2008 des t aux doéincidence standardi s®s sur
100 000, plus élevés que ceux observés en Angleterre, Allemagne, Etats-Unis, Canada et dans

les pays scandinaves [Globocan 2008] (Figure 3).

Male Female

Eastern Asia
South-Eastern Asia
Middle Africa

Less developed regions
Western Africa

World

Southern Africa
Melarnesia

Central America
Palynesia

Southern Europe
Micronesia

More developed regions
Eastern Africa

Caribbean

Morthern Africa

Western Europe

South America

Morthern America
AustraiaMNew Zealand
Western Asia

Central and Eastern ELrope
Morthern Europe

South-Central Asia

40 30 20 10 0 10 20 30 40

M Incidence

GLOBOCAN 2008 (AR W Mortality
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Déapr s |l es donn®es recueillimesdeadanisl | esmili é f ®u ¢

de survenue du CHC soit dobéaut ant (JEI Sesag 20a7§ Leg
seules exceptions concernent le Japon et la Corée du Sud, seuls pays développés avec une
incidence ®1 ev®e de CHC et addagrostidsé €itgecauxnlenioars de 65 ans,
comme dans les autres pays développés. Cela est probablement di au recul des CHC liés au
VHB au profit des CHC liés au VHC depuis les années 1980.

Les données épidémiologiques concernant le CHC restent critiquables en raison de

ue | 6inc

| 6absence fr®quente de diagnostic hi stol ogique, ma
confusion avec un cancer secondaire du foie voire avec un cholangiocarcinome, second cancer
primitif du foie par orcilenee dd@HC fest®anaore mepenue déne pl u s, I
de nombreuses zones géographiques [El Serag 2007].

Léincidence du CHC est en augment at i-Unigiledans | es
taux déincidence annuel standar di 9@ pauula période©ge est [

1976-1980 a 2,4 pour 100 000 pour la période 1991-1995, soit une augmentation de 80% au
cours des vingt derniéres années [EI Ser ag 1999] . En France, Il 6i
de 4,8% par an chez | 6homme et urs3de k& periqueal980-2005
[Belot 2008] . Les raisons avanc®es pdonombreede pabk éndnarece
sontd 6 u n e le pi@adetcancers dus aux infections virales C contractées il y a 20 a 30 ans
déautrledprm®Ilti or at i otadescersplicationa autres mhes irrhoses (infections,
hémorragies...) et enfin la forte augmentation des stéatohépatites non alcooliques (NASH)
associées au syndrome métabolique. L'obésité, dont la fréquence est passée de 8,6% en 1997
a 13% en 2006 dans la population francaise est en effet devenu un « nouveau » facteur de
risque de CHC. En France, le CHC affecte trés majoritairement les hommes avec un sex-ratio

homme/femme de 5,2 et un &ge moyen de survenue de 67,5 ans [Belot 2008]. Au Centre

nci dence
chez | a

| 6augme

HospitalierUni ver si t aire de Dijon, environ 130 nouveaux p.

en charge en 2010 (sources internes CHU Dijon).
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2.2.2. Facteurs de risque

Quatre vingt a quatre vingt dix pourcent des CHC surviennent sur une cirrhose
préexistante [El Ser ag 2007] . Les principaux facteurs de ri
cirrhose sont viraux (infections chroniques par I e
(VHC)), toxiques (alcool, aflatoxine B1, chique de bétel), métaboliques (NASH,
hémochromatose hérédi t ai r e) , voire plus rarement en | ien av
(cirrhose biliaire primitive, hépatite auto-immune) [Nordenstedt 2010].

La cirrhose considérée donc généralement comme un état pré-néoplasique est
cependant associée a unrisque var i abl e de d®vel oppement déun CHC e
morphologique de la cirrhose. La cirrhose macronodulaire a fibrose gréle, essentiellement
déorigine virale B ou C est plus souvent associ ®e

(essenti el | e amalique) d Gboosei egténsive [Shimamatsu 1994]. Au cours de la

cirrhose, |l a synth se dOADN est acc® ®r ®e dans | es
les réarrangements de séquences d6 ADN dans |l es chromosomes sont p I
cirhose micr onodul air e observ®e chez |l es patients al c
r®g®n®r atrice. L 6 abst iinnee nucnee, aeung nreenvtaantci hoen, deentlréaact i v

augmentant les nodules de petite taille en nodules de grande taille. La cirrhose alcoolique
micronodulaire est beaucoup plus fréquente dans les pays occidentaux que dans ceux
d 6 E x t-Orfenh €ette différence a été rapportée il y a vingt ans dans une étude comparative
entre | d6ltalie du Nord (Trieste) leddgponfgChi®a oumi ne | a
prédomine la cirrhose virale ; le CHC se développe statistiquement plus tardivement sur
cirrhose micronodul aire, tradui sant un potenti el c
1989].

Le Pr Patrick Hillon méne actuellement une étude cas-témoin multicentrique dénommeée
CiRCE (Cirrhose et risque de carcinome hépatocellulaire dans le Grand Est) avec pour objectif
déexplorer |l es rt|ledbébereaspeohnetmedes hatteturennel s ef

la cancérogenese hépatique.
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2.2.2.1 Virus

2.2.2.1.1. VHC

A la fin des années 1980, Kunio Okuda a suggéré un rdle étiologique possible du virus

non A non B dans | 6h®patocarcinog®n se devant | 6aug
CHC non liés au VHB au Japon [Okuda 1987].Par | a sui t e, | 6identification
pl ace du diagnostic s®rologique de | 6infection ont
®troite entre | 6infection par | e VHC et | e CHC = tr.

On estime que 170 millions de personnes ont une infection chronique par le VHC dans
le monde et que 3 a 4 millions de personnes sont nouvellement infectés chaque année. La
pr®valence de | d6infection par l e VHC varie consi d®r
les pays africains et asiatiques rapportent des taux de prévalence élevés contrairement aux
pays europ®ens, d6AmM®ri que de00Nar d 6cEwy y'ptled st rl el ipea
la séroprévalence la plus élevée pour le VHC au niveau mondial (principalement génotype 4)
[Hibbs 1993, El Gohary 1995, Shepard 2005]. Ce résultat est attribué a la politique égyptienne
d6o®radscht sbasomiale [Franck 2000]. Des taux doéinfe
ont été rapportés dans des populations agées, dans des populations rurales autour du delta du
Nil et dans des populations de faible niveau social [Kamel 1992, Hibbs 1993, El Gohary 1995].
En France, selon une étude rendue publique en 2004, 780 000 personnes seraient infectées
par le VHC [Invs 2006].

Le VHC est responsable d'environ 20 % des cas d'hépatites aigués et de 70 % des cas
d'hépatites chroniques. On estime que | 6 h ® péaotué \ters la chronicité dans 80% des cas,
vers la cirrhose dans 20% de ces cas chroniques (entre 20 et 30 ans en moyenne) et peut donc
se compliquer par un CHC. Une fois le stade de cirrhose atteint, 1 a 5% des cirrhoses se
transformentenCHC. L' ®v ol uti on sil encieuse de | dinfection et
la chronicité expliquent I'existence d'un grand réservoir de sujets infectés.

Léhiestnoaitrurell e de | 6infection par | e VHC a donc

années [Montalto 2002]. Une étude japonaise [Kiyosawa 1990] et une étude américaine [Tong



1995] ont montr® que | e d®l ai entre contamitieati on par
chronique était de 10 ans et 13 ans. Dans ces deux études, le délai entre contamination par le
VHC et d®vel oppement débune <cirrhose h®pati,gue pui s

respectivement.

A | dheure actuell e, | 6le mpringpalt facteur dep risque dee VHC es
d®vel oppement ddédun CHC “e nl 6EeuxrcoeppEranceinen daeérigitecald e  (
Nord, en Corée du Sud et au Japon. Des études épidémiologiques ont montré que presque
70% des patients atteints de CHC en Espagne, en Italie ou au Japon présentaient des anticorps

anti-VHC dans leur sérum [Nordenstedt 2010].

2.2.2.1.2. VHB

De nombreuses études ont été menées en Asie du Sud Est pour évaluer le risque de
d®vel oppement déun CHC <chez des chraniqiegrégiosdamst t ei nt s
laguelle la plupart des habitants contractent le virus dés la naissance. Le risque annuel de CHC
est de 0,5% chez | es por AgHHBs &t da §8ynthdz tempatientg ues de |
atteints doéune hGGm@ma 1984 blichBlserrt 20050 AU Japor, le [délai moyen
entre primo-i nf ecti on par | e VHB et | e d®veloppement dobun
plupart des personnes sont infect ®es ~ Il a naissanc
développent plus précocement qub e n Europe occidentale ou guben /
[Michielsen 2005].

En EuropeetenAm®r i que du Nor d, peu d6é®tudes ont ®valu
patients porteurs de | 6Ag HBs. La plupart de ces ®t
ettounbont pas analys® sp®cifiquement | e @®¥todespe des pa
de cohorte de 350 et 300 patients européens présentant une cirrhose compensée suivis environ

6 ans, |l déincidence cumul @de9% [RealdalA%l, FdttaviclC20@2]. ®t ai t de |

Le CHC a été le 1* cancer « accessible » & une prévention par de vastes programmes

de vaccinati on, en |l occurrence contre | e VHB. A
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observ® que |l es cas doi nf ec tuénbanes le ;etourocnoisspntala par | e

vaccination depuis les années 1980 [Kane 1995, Margolis 1998]. Le programme de masse de

vaccination contre | e VHB ° Taupuwan a consi d®r abl eme
et | 6i ncidence du CIHeadolesderdsz[Chang 4997¢ Nif2804,tLis 2087].
L6incidence annuell e du -QHahs x Taevan esdt aigsi paseée @ent s de 6

0,7/100 000 enfants durant la période 1981-1986 a 0,57/100 000 enfants durant la période
1986-1990 et a 0,36/100 000 enfants durant la période 1990-1994. Une diminution de
| 6incidence du CHC |1i® aux infections par | e VHB ch
cours des derni res anh®eschbtdenseqdd” ™ CHGiIi hv & sax i

VHC a augmenté [Kao 2005].

2.2.2.2 Toxiques

2.2.2.2.1. Alcool
Le m®cani sme par | equel l a consommation dodal cool
un CHC &est | a ¢ onst iEn krdnéepla cirrtiddel alceoliquei est Hahpdnsigale

cause de CHC [Trinchet 2009].

Laconsommati on de plus de 80 g doé®t hanol par jour
CHC par 5 [Donato 2002] . Le risque &est proportionnel N l a qua
méta-analyse a montré que les risques relatifs (RR) de d®vel oppementndebun CHC (¢

1,19 (IC95% 1,12-1,27), 1,40 (IC95% 1,25-1,56) et 1,81 (IC95% 1,50-2,19) pour une

consommation quotidienne de 25, 50 et 100 grammesd 6 ®t hanol , r[E€mrpo2004]i ve me nt
OQutre |l a quantit® quotidienne i ng®u @eas delaaviequanti t ®
maj ore | e risqgue dpeunesfiudeprespactve cdsécanirdle@ndri@e au Japon a

montr® que | es personnes ayant bu plus de 600 | itre

d®vel oppement déun CHC c¢ omp abstmdénies a rayamt tconsemame€ per S onne
moins de 600 | i 519 $C95% @,53+10,84p [Mundka F003]. Malgré cela, le

risqgue de CHC parmi | es faibles ElGarag@odthat eur s dobal c
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Le role des polymorphismes génétiques des enzymes impliquées dans la
m®t abol i sation de | 6®t hanol a ®t® avanc® pour expli
|l e CHC chez des consommateurs comparables dbéal cool
chez | es personnes i ng®r antanal, galds padtéuses dugénetype > 100 ¢
nul de la glutathion S-transferase M1 (GSTM1) avaient 2 fois plus de risque de développer un
CHC que celles non porteuses du génotype nul de GSTM1 (OR 8,5; IC95% 3,9-18,60 vs.
OR 4,5; 1C95% 2,0-10,0) [Covolo 2005]. Le g®not ype 2 de | 6aénds®bsyde deshy

également associé a un risque élevé de CHC (OR 2,53 ; IC95% 1,63-58,60) [Munaka 2003].

2.2.2.2.2. Aflatoxine B1

Léoafl atoxine B1 (AFB1) est IAgpergilusifumgatys a&tl e t o X i n e
Aspergillus parasiticus. Cette toxine se d®veloppe dans wune gr an
ou conservés dans des conditions chaudes et humides [Kirk 2006, El Serag 2007] . L6AFBL1
induit une mutation du gene suppresseur de tumeur p53 au niveau du codon 249
(remplacemen t de Il darginine AMW3]. Cétta mutaBion esh @médsente éhgzu>i | ar
50% des personnes atteintes dobéun CHC daBmessacl es zones:s
1991, Hsu 1991, Coursaget 1993].

Pl usieurs ®tudes ont O®MG|l et® é&€Xdpessotciahi 6nl 6AFB&.
prospective cas-contrble menée chez 18 244 adultes chinois a montré que les individus
pr ®sentant dans leurs wurines |l es biomarqueurs de |

A

o

supérieur de développer un CHC, aprés ajuste ment sur | a posi tan 0941 ® de |
Ce r®sultat a ®t ® confirm® par une ®tude de cohort
®l ev®e | 6AFB1 &est un facteur de risque ind®pend:
ajustement sur de nombreuses variables de confusion (OR 5,5 ; IC95% 1,2-24,5) [Chen 1996].

Les zones g®ographiques de forte exposition d e
pr®valence doéinfection par |l e VHB, | eur associati ol
d®vel oppe meél@.tle rdguel pour G patient de développerun CHC en cas doéi nf e
par l e VHB et déexposition 7 | 6AFB1 est multipli®

patient non infect® par | &94VIK8%6,6-2820p[Qian@994]. | 6AFB1
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Les patients infect®s par | e VHB mais non expos®s

développer un CHC que les patients contréles dans cette étude [Qian 1994].

2.2.2.2.3. Chique de bétel

La chique de bétel est préparée a partir de trois ingrédients : des feuilles de bétel issues

déune plante tropicale grimpante Piper betl e, de n
catechu et de chaux provenant de corail, dbéhu tres
sont enroulés dans la feuille de bétel, selon un pliage précis. Cette préparation se mache et
| 6hypersalivation engendr®e oblige ° des crachats t
festive, originaire de Mal aisie il y a plus de 250
déded t i ®), est en nette recrudescence dans toute | 6As
nombre total de consommateurs de chique de bétel était estimé a 600 millions dans le monde
[Nelson 1999].

Depuis 2003, la chique de bétel est considérée comme cancérigene par le Centre
Il nternational de Recherche sur | e Cancer (CIRC) de

bétel est en effet directement associée au cancer de la bouche, du larynx, de la gorge, des
sinus [Bhide 1979, Prokopczyk 1987, Wang 1999, Jeng 2001].
Concernant le risque de CHC, une étude cas-contrble menée a Taiwan ayant inclus
263 patients atteints dobébun CHC et 26$8xemabntrénts cont
que la consommation de chique de bétel constituait un facteur de risque indépendant de

d®vel oppement 38ul695% H713-6,06p[Rsai 2001].

2.2.2.3. Causes métaboliques

2.2.2.3.1. Stéatose dysmétabolique

La stéatose hépatique, accumulation de triglycérides dans les hépatocytes est une
cons®quence bien conobheondiequled al eopuiiss mane trentai.l
st ®atose non alcoolique (SNA) est devenue | 6h®pato

occidentaux en raison du d ®v el oppement de | 6ob®sit® [Pelletier z


http://www.destinationsante.com/article.cfm?ContentID=7354

dans la popul ation g®n ®r al e ndest pas connue mai ¢
échographiques. Elle toucherait 20 a 30% de la population occidentale adulte [Oh 2008, De
Alvis 2008].

1 y a une trentaine dbébann®es, |l es calstees cl assi
de pathologies le plus souvent rares. Les causes étaient médicamenteuses (méthotrexate, L-
asparaginase, t®t racyclines, ami odaraesenaladiesor t i copde
h®r ®di taires (ab®talipoprot®i n®mi e, gal act os®mi e, m
virales (VIH, hépatite C [surtout génotype 3]) ou associées a la nutrition parentérale, et enfin le
diabete. En 2011, les causes principales de SNAsontl 6 ob®si t ® et |;daSNAul i nor ®s
est considérée comme une manifestation hépatique du syndrome métabolique associant
i nsulinor®sistance (ou diab te), HT A, hypertrigly
cholestérol et obésité viscérale, particulierement importante dans la physiopathologie de la SNA
[Despres 2006, de Alwis 2008]. En effet, la graisse viscérale différente de celle localisée sous la
peau, favorise | dinsulinor®sistance. Ses adipocyt es
d 6 ides gras libres qui perturbent le métabolisme hépatique. Le tissu adipeux viscéral a aussi
une fonction endocrine produisant de nombreuses cytokines pro-inflammatoires dont du TNF et
de | 61 L6. La perturbation du m®t a b as éndoamiees d e s acic
expliguent gque | daccumulation de graisse visc®rale

syndrome métabolique.

La stéatohépatite non alcooliqgue (NASH) est le terme actuellement attribué a une
complication nécrotico-inflammatoire de la SNA. Le terme de NASH a été introduit dans les
ann®es 1980 pour donc d®crire cette h®patopathie,
alcoolique aiguzx, mais survenant chez des sujets ne
chez des femmes obeéses, présentant un diabéte ou une dyslipidémie [Ratziu 2002]. La NASH
est d®f i ni e par l a pr®sence dbéune st®atose associC
rencontrées au cours de la maladie alcoolique : ballonisation des hépatocytes, voire nécrose et

corps de Mallory avec un infiltrat inflammatoire lobulaire avec polynucléaires neutrophiles
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(Figure 4). La prévalence de la NASH est estimée a 2 a 3% de la population occidentale adulte

[Oh 2008, de Alwis 2008].

A I dheure actuel l e, | agro$pBeA paeles amglo-sakoAsSsbus le nt  ®t ®

terme de non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Steatosis . .
NAFLD with - Figure 4. Progression de la non-

5 fibrosis and/or : . . . N
::f;?s”;'r“;g:‘m i & baflooned cells alcoholic fatty liver disease a la
colls (TYPE 1:2 : (TYPE 3-4 NAFL)

cirrhose (40apr~s [Caldwel |l

NASH with
cirrhosis

%

Latent autoimmune or
Crult yiral

Cirrhosls with
hepatocellutar
carcinoma

Le pronostic de la SNA pure est bon : le risque de développer une cirrhose aprés une

quinzaine dbéann®es doé®volution est de | 6ordre

ri sque est de % §PAdamd 205, Farell 2008]. Lés études a long terme (10 a 15
ans) montrent que la NAFLD entraine une surmortalité par rapport a des malades sans
st ®at ose appari ®s Aams 2005 Eaek 20661 Cetteesurrmoetalité coficerne
particulierement le groupe des patients au stade NASH. Dans une étude de grande ampleur,
les causes de déceschezces patients ®taient ddéorigine
(insuffisance coronarienne principalement), dus a un cancer (surtout colon et pancréas) dans
eme

28% des cas. Les hépatopathies représentaient la 3 cause de mortalité (13% des cas)

notamment par insuffisance hépatique, rupture de varice oesophagienne et CHC [Adams 2005].
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Actuell ement, on estime que | a st®atose dysm®tabol i

de CHC en France [Trinchet 2009].

2.2.2.3.2. H&émochromatose héréditaire

L 6 h ® manatbse béréditaire est une pathologie caractérisée par une augmentation
de | 6absorption du fer au niveau duod®nal. La d®col
géne HFE et de ses mutations établit que la forme la plus fréquente de la maladie est marquée
par | a mutation C282Y ° | 6®tat homozygot e, mai s aus
nonlicesaHFEe xi st ent, tell e | 6h®mo cHFE citu@durdesheas gowtv ®ni | e. L
du chromosome 6 code pour une protéine dite HFE composée de 343 acides aminés et qui
sbapparente ° une mol ®cul e HLA de <cl asse 1. La mut
correspond au niveau de la prottine HFEau r empl acement en position 282
une tyrosine ; | 6autre mutati on perni nlcai psaul bes,t iH6u3tD ocno nesni sptoes i
histidine par un acide aspartique [Feder 1996]. Ces 2 mutations sont mutuellement exclusives
sur un méme chromosome. Ainsi, un sujet homozygote pour la mutation C282Y (=C282Y +/+)
est dépourvu de la mutation H63D (=H63D -/-) et vice versa. La mutation C282Y de la protéine
HFEperturberait | e m®cani sme ddentr®e du fer |i® " |
duodénales cryptiques,d 60% une hyperabsorption digestive au ni
apicales, a la base de la surcharge en fer ; cette hyperabsorption serait liée a une augmentation
dédexpression déun transporteur transmgmburganai re du
| 6h®mochromatose | i ® ~ HFE, il exi stenordliégessa entit ®s
HFE : | 6h®mochr omat ose juvenile [ Roetteo 1999] et

[Pietrangelo 1999].
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Figure 5. Hypothéses actuelles

A Transporteur DMTI
L | apex

concernant le  mécanisme de
| 6absorption intestinale
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niveau de fer transferrinique circulant

(qui interagit au pdle cellulaire

5 basolatéral avec le couple HFE-
entérocyte |
normal 0 récepteur de la transferrine (RTf), la
7 protéine HFE
RTf programmation dudegr® ddéabsor pti on
du fer luminal g u i sbeffectue au n

radod LA , s de la cellule apicale. Cette

B. . A
programmation sb6effectue ¢
| 6expression du Bransporte

i Mutation C282Y. HFE ndest pl us
e
5 H b i . A P
exprimé au pble basolatéral de
Lumiére ) 2 | 6ent ®rocyt e, condui sant,
duodénale £
mécanisme qui reste a préciser, a
une carence relative en fer des
cellules cryptigues conduisant a une
hyperexpression de DMT1 qui aboutit
Programmation - . A
3 i une augmentati on de | 6

entérocyte N

déficient du fer contenu dans la Ilumiere

en fer o — .
duodénale(doapr s [Brissot 2000])

Lé6h®mochr og®a®bis @ ue des mdladids autosoenales récessives les plus
fr®gqguentes avec 1 cas pour 200 habitants dans | e |

1988, Powell 2000]. Elle est donc responsable, par accumulation progressive du fer dans
I 6or gani kwnseryenued de lésions tissulaires, hépatiques notamment, irréversibles.

Loh®pat om®galie est i nconstante, mai s parfois consi

o

gauche. Elle est rarement associée a une hypertension portale ou a une insuffisance
hépatoce | | ul ai r e. L a bi ol ogi e est () pl us souvent n c

augmentation des transaminases. Léatteinte h®patigl
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cirrhose et dbébun CHC. Bien que dbéautresften@jeupanes pui
de d®vel oppement débun cancer chez |l es malades pr ®se
le risque de développer un CHC étant 20 fois supérieur a celui de développer un autre cancer,
tous organes confondus [Elmberg 2003]. Plusieurs études a grande échelle en population
g®n®r al e et doawiome s ! e dent cPs ouv® que | 6h®mochr
constituait un facteur de risque de développer un CHC [Hsing 1995, Yang 1998, Fracanzani
2001, Elmberg 2003], risque encore majoré si le patient est diabétique [Elmberg 2003] ou de
sexe masculin [Yang 1998]. En r®alit®, ce nbest pa
que telle qui constitue un facteur de risque de CHC, mais toutes les pathologies au cours
desquelles il existe une surcharge en fer, que celle-ci soit primaire ou secondaire. Ainsi, une
®tude a montr® qudune surcharge en fer chez des pat
par 10, apr s ajustement sur l a consommation doal
| 6expdoxni - | 6afl atoxine Bl [Mandi shona 1998]. Une a

ri sque de CHC ®t ai-thalassémieo[Bo®naePignatti a094].d e b

2.3. Carcinogéneése hépatique

La carcinog®n se h®pati gu e-étape®sApresterposididnaux pr oc e s s

di ff®rents facteurs de risque, dans | a -jaenjeor i t ® de:
g®n re une inflammation associ®e ~ wune r®g®n®ratio
d o6 al t ®géaétiques.nCGes processus sous-ten d e n't | 6apparition de nodul es

dysplasiques [Laurent-Puig 2006]. La séquence chronologique des éveénements cellulaires qui
condui sent de | 6h®patite chronique vers |l es ®tapes
auj our dohuiEleRst @&ro@d lapus soevent sur plusieurs décennies [Miyoshi 1998,

Saffrog 2004] (Figure 6).
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Figure6.S®quence chronol ogique du®@®velldydpémér’®’’doun CH

Le nombre important des altérations génétiques et épigénétiques accumulées dans les
CHC suggeéere que ces tumeurs seraient issues de la sélection de plusieurs altérations
génétiques qui compromettent simultanément plusieurs voies régulatrices de la prolifération
cellulaire [Saffrog 2004, Zucman-Rossi 2010]. Pour paraphraser les stoiciens, on pourrait dire
quodi l existe des alt®rations g®n®tiques sp®cifiques

en sont indépendantes.

Ainsi, | 6infection par | e VHB peut promouvoir |
mécanismes: | 6i nt ®gr ati on du g®nome viral dans I e g®no
|l 6instabilit® chromosomi que, |l 6i nsertion du g®nome
g nes h®patocytaires impligu®s dans | e pessiohr |l e de

de protéines virales comme HBX joue un réle important dans la modulation de la prolifération et
de la survie cellulaire [Laurent-Puig 2006]. HBX, par exemple se lie sur la protéine p53 (TP53),
et i nhibe ai nsdparlcditademipré. ose i ndui t
Léexposition ° | 6afl atoxine B1 favorjene | a sur
| 6 o c ¢c uchaageroent d'une arginine en sérine au niveau du codon 249. Plus de 50% des

CHC d®vel opp®s chez des malades expos®s ~ I 6afl at c



pr®sentent cette mutation caract®ristique alors qubd
malades non exposés [Smela 2001].
Parmi les altérations génétiques non spécifiques des facteurs de risque, les mutations
d e I-caténibe sont identifiées dans 20 a 40% des CHC; il sbagi't de | 6oncog’
frequemment activé par mutation dans les CHC. Concernant les génes suppresseurs de
tumeurs, TP53 est le gene le plus souvent inactivé par mutation (10 a 61% des CHC). Dans la
plupart des études occidentales, les mutations de TP53 sont associées au caractere agressif
des tumeurs [Zucman-Rossi 2010]. Au cours des 20 dernieres années, de nombreuses études
ont cherché a identifier de nouveaux génes altérés dans les CHC (Tableau Il). En dehors des
génes codantpour T P&a&énirettoudles autres oncogénes et genes suppresseurs de
tumeurs se sont rarement révélés mutés (<10% des CHC). Le nombre croissant des genes
identifi®s comme mut ®s dans |l es CHC montre 7 I 6i ns

des combinaisons génétiques participant a la carcinogénése hépatique [Zucman-Rossi 2010].
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Tableau Il. Principaux oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs mutés dans les CHC

(adapté de [Zucman-Rossi 2010])

Geénes Protéine Fréquence de
mutation (%)

Oncogénes

CNNTB1 Cathenin 1 (b-catenin) 5-50%

HRAS, KRAS, NRAS Ras proto-oncogene < 3-5%

IL6 ST Interleukin 6 signal transducer (gp130) <3%

PIK3CA Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha <3%
polypeptide

MET Met proto-oncogene (hepatocyte growth <1-5%
factor receptor)

Genes suppresseurs de

tumeur

TP53 Tumor protein p53 10-61%

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 10-60%

AXIN1 AXis inhibition protein 1 5-25%

AXIN2 AXis inhibition protein 2 3-10%

HNF1A Hepatocyte nuclear factor 1a <3%

RB1 Retinoblastoma 1 <11%

SMAD2-4 SMAD family member 2 and 4 <5-10%

PTEN Phosphatase and tensin homolog 0-13%

IGF2R Insulin-like growth factor 2 receptor 0-13%

2.4. Diagnostic

Le

di agnhostic

actuel déun

CHC : €CHCppoosvé pas U r I

cytologie ou histologie ou diagnostiqué selon les criteres 2005 de I'American Association for the

Study of Liver Diseases (AASLD) [Bruix 2005], qui n®cessi t e

histologique ou indiscutable et suivant la taille du (des) nodule(s) (Figure 7) :

| a

pr ®sence

- nodule < 1 cm : augmentation de taille durant un suivi par échographie tous les 3-4

mois

- nodul e

entr e 1

et 2 ¢cm : 2

techni

ques

échographie de contraste (CEUS); diagnostic de CHC en présence d'une image typique
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(hypervascularisée a la phase artérielle + wash-out) avec les 2 méthodes d'imagerie ;
dans les autres cas, biopsie.

- nodule > 2 cm : scanner ou IRM ou CEUS (1 seule technique) ; diagnostic de CHC en
présence d'une image hypervascularisée associée soit a une image de wash-out soit a

une alphafoetoprotéine (AFP) > 2 0 0; dang lés autres cas, biopsie.

Figure 7. IRM montrant un petit nodule de CHC dans foie cirrhotique (images typiques avec

réhaussement a la phase artérielle -planche de gauche-, et wash out a la phase veineuse -
planche de droite-) ¢ ¢ © @ P remosini 2010)

2.5. Classifications

Le score de Child adapté par Pugh en 1973 est considéré comme le score pronostique
de référence pour prédire la survie des patients cirrhotiques. Le calcul de ce score, est présenté

dans le tableau Il [Pugh 1973].
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Tableau lll. Classification de Child-Pugh @3¢ @ [Puoh 1973)

Critéres 1 point 2 points 3 points
Bilirubinémie (umol/l) <35 35-50 >50
Ascite Absente Modérée Tendue, réfractaire

aux diurétiques

Encéphalopathie Absente Légere a modérée Sévere (stade 3-4)
(stade 1-2)

Albuminémie (g/1) > 35 28-35 <28

Taux de prothrombine > 50 40-50 <40

Le pronostic de la cirrhose est établi en fonction du total des points : classe A (5-6
points), survie a 1 an 100% ; classe B (7-9 points), survie a 1 an 80% ; classe C (10-15 points),
survie a 1 an 45%. La cirrhose décompensée correspond a une classe B ou C. Ce score trés
largement utilisé ne prend cependant pas en compte certaines complications de la cirrhose,
telles que I'némorragie digestive ou dans le cas présent, le CHC.
Ainsi, depuis wune trentaine ddédann®es, de nombr e

CHC ont été établies. La 1% était celle de Kunio Okuda (Tableau V) [Okuda 1985].

Tableau IV.Cl assi fi ¢ at*fF8*A™"EG 8Bk uda

Criteres 0 point 1 point
Bilirubinémie (umol/l) <50 O 50
Ascite Absente Présente
Taille de la tumeur < 50% du volume du foie O 50% du volu
Albuminémie (g/l) O 30 <30
Stade | = 0 point, stade Il = 1 ou 2 points, stade Ill = 3 ou 4 points

Déautres <c¢l assi fi c ajauiootressuite ¢téa prdpasées: TNV [Sobis
2007], Cancer of the Liver Italian Program [CLIP 1998], Japan Integrated Staging [Kudo 2003],
Chinese University Prognostic Index [Leung 2002] et la classification BCLC qui définit 5 stades
du CHC [Llovet 1999] (Tableau V). La classification BCLCpr ®s ent e | 6avantage de
en compte © la fois |l es caract®ristigqgues de |l a tum
| 6®t at g ®n ®r. &dn ingrét prprastique a également été validé [Marrero 2005, Cillo

2006].



Tableau V. Classification Barcelona Clinic Liver Cancer (2@aPte @¢ lLiovet Semin. liver. Dis. 1999])

Stade PS Morphologie tumorale Okuda Fonction hépatique
Stades Al 0 unique, <5cm I pas d'hyper tension
précoces portale, bilirubine N
A2 0 unique, <5cm I hypertension
portale, bilirubine N
A3 0 unique, <5cm I hypertension
portale,
hyperbilirubinémie
A4 0 3 lésions, <3 cm -11 Child-Pugh A-B
Stade B 0 Multinodulaire -1l Child-Pugh A-B
intermédiaire
Stade évolué C 1-2 invasion vasculaire, -1l Child-Pugh A-B
métastases
Stade terminal D 34 Indifférente Il Child-Pugh C

Stades A et B, tous les critéres doivent étre remplis, stades C et D, un seul critere suffit

2.6. Pronostic et stratégies thérapeutiques

2.6.1. Pronostic

Déapr s | es donlogiyaes deRaD08dI® miioomortalité/incidence du
CHC au niveau mondial est de 0,93 (695 000/749 000) [Globocan 2008]. La survie des
patients att ei cependard thes différ€nte@n fenstion du stade de la maladie et

des possibilités thérapeutiques existantes dans les différentes régions du monde. La mortalité

mondi ale | i ®e au CHC est direct e me;rlte est domcrpl@sd ® e

importante dans | 0 E sld Sua Est asiatique a i n s en Afgiqué sub-saharienne (Figure 3). A
titre doéoexempl e, eh@&hingmauMviemam, en®orgeau Sud; ehChailande, en
Indonésie ou au Cameroun représente > 20% de la mortalité par cancers chez les hommes
dans ces pays [Globocan 2008]. En Chine, 371 000 personnes sont décédées uth &€HC en

2008 [Globocan 2008].
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En Europe, le pronostic des patients atteints de CHC tous stades confondus reste
extrémement péjoratif, avec un taux de survie globale a 5 ans de 9% rapporté dans 2 études

EUROCARE [Berrino 2007, Verdecchia 2007]. En France, une étude réalisée par le réseau

fran-ais des registres des tumeurs (FRANCI M) qgui

diagnostiqués en 1997-1998 enregistrés dans 9 départements francais a rapporté les taux de
survie a 5 ans suivants : patients ayant eu une transplantation hépatique, 60% ; patients ayant
eu une résection 33%, patients en situation palliative, 2% ; tous patients confondus, 8% soit un
chiffre quasiment i denti que " cel ui des ®t udes EUROCARE
francaise, la survie était identique chez les patients présentant un CHC sur cirrhose ou non. En
Bourgogne, sur la base des données du Registre Bourguignon des Cancers Digestifs, la survie
relative © 5 ans des patients at teasau cotrsdutkdpsh CHC

passant de 1,4% pour la période 1976-1985 a 10,0% pour la période 1996-2005 [Guiu 2010].

2.6.2. Stratégies thérapeutiques

La classification BCLC est doéautant plus wutil

méme nom, qui propose les stratégies thérapeutiques optimales en fonction des stades de la

maladie. La 1*® version de cet algorithme date de 1999 [Llovet Semin. Liver. Dis. 1999]. Elle a

depuis été mise a jour régulierement [Bruix 2001, Bruix 2005, Llovet J. Natl. Cancer. Inst. 2008,

S

[ B

0 €

S (

Bruix 2009, Forner 2010]. L6util i sati on de | 6al gor it hme BCLC

recommandée par les principales sociétés savantes européenne et américaine EASL et
AASLD pour la prise en charge des patients at t ei nt s .da& demier€ eGion de

| 6al gor i t h présenRB€di-desseus (fFigure 8) [Forner 2010].



Stage 0 Stage A-C Stage D
PST 0, Child-Pugh A PST 0-2, Child-Pugh A-B PST >2, Child-Pugh C

Very early stage (0) Early stage (A) Intermediate stage (B) Advanced stage (C) End stage (D)

1 HCC <2cm 1 HCC or 3 nodules Multinodular, Portal invasion,
Carcinoma in situ <3cm, PSTO PSTO N1, M1, PST 1-2

1 HCC 3 nodules <3cm
\/
Portal pressure/

bilirubin

1—> Increased s——p- Assocmted dlseases
¥

Normal No Yes

¥ \ 4
Resection Liver transplantation PEIIRFA Sorafenib Sympt fic

treatment
5.year survival 50-75% 3-year survival 10-50% (20%)

Curative treatments (30%) Non-curative treatments (50%)

Figure 8. Algorithme de traitement BCLC ( 4°2P" s [ FeRPAradidfrédlency ablation; PST,
Performance Status

2.6.2.1. CHC stade tres précoce/précoce

Chez les patients présentant un CHC a un stade trés précoce, a savoir un nodule
unigue O 2cm avec wune cirrhose compens®e (Child A)
| 6absence ddenvahissement vascul ai r eaprésirésestoc hances d
sont proches de 100% [Forner 2010]. Des études de cohorte montrent que chez ces patients, la
survie apres résection ou aprés destruction percutanée est trés proche [Livraghi 2008, Forner
2010].

Le stade précoce correspond au stade A de la classification BCLC. Il correspond aux
patients en bon état général (OMS 0), présentant un nodule unique ou 3 nodules mesurant
chacun moins de 3 c¢m. Chez <ces patients, aucun es:¢
comparé les différentes options thérapeutiques a savoir la résection, la transplantation
hépatique et la destruction percutanée. La résection et la destruction percutanée permettent

déobtenir un taux de cheucey pagentsdawec dn@ $onction Hepataues

préservée (Figure 9).
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Figure 9. Petit CHC © | 0 A dRdite, apres radiofréquence, le nodule apparait dévascularisé,

sans prise de contraste, traduisant la nécrose tumorale ¢ ¢ 2P s [Tremosini 2010])

Ce taux baisse " 50% en cas doOohypertension port
patients réséqués ou ayant eu une radiofréquence [Llovet 1999, Ishizawa 2008, Forner 2010].
La destruction percutanée a une efficacité moindre quand la tumeur excéde 3 cm ou quand 2
nodules sont ciblés [Sala 2004, Shiina 2005].

La transplantation h®patique per met 70thgquelbt eni r de
gue soit | 6®t at de | a fonomémexsmi h®patiisguwree ude se npraathii e
vasculaire microscopique et/ou des nodules satellites, le risque de récidive est moindre
comparé aux patients ayant eu une résection ou une radiofréquence [Mazzafero 1996, Llovet
Hepatology. 1999, Bismuth 1999, Jonas 2001]. La limite majeure aux transplantations
hépatiques est le manque de greffons, allongeant les délais et donc le risque de progression de
la maladie. Durant cette période, il est couramment pratiqué une radiofréquence ou une CHE
chez |l es patients wang gldeamenn esvav®O®nddefficacidt
grande échelle [Forner 2010].

Concernant la destruction percutanée, il est actuellement recommandé de pratiquer la

radioff ®quence plut?tt gue | 6al coolisation. La radiofr
déobtenir une mei l |l eurdeal efofoil d sa@itti® ni ffiSthiidlnea @WéO 5,
2009].
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Figure 10. Petit CHC sans

envahissement  vasculaire

apparent ni nodules
satellites. Le risque de
récidive est faible. (94°aPr s
[Tremosini 2010])
2.6.2.2. CHC stade intermédiaire
Le stade interm®di aire B de | a classification B

chez qui un des 3 traitements curatifs précédents, résection, transplantation ou radiofréquence

nepeut°tre r®alis® en raison dbébune tumeur trop gross
asymptomatiques et présentent une fonction hépatique préservée. Le traitement recommandé

chez ces patients est la CHE [Forner 2010]. Cette recommandation repose sur les résultats

déessais randomi s®s d eanafydeaaant dénontré que cetleepro@dum®t a

augmente significativement la survie des patients de stade B comparativement aux soins de

support et a la chimiothérapie systémique [Lo 2002, Llovet 2002, Llovet 2003, Camma 2003].

1 est i mportant de noter gque chezadiesas patients
injection dbdagent anticanc®r eux) per martes shdiso bt eni r ¢
sans preuve doOimpact positif sur | a stuoursahezdes pat i ¢
ces patients non résécables ni métastatiques, une chimiothérapie IAsans embol i sation |

jamais d®montr ® dbéefficacit ® alomtiortsurfasungel e not abl e ni

Enfin, une des thérapeuti qu e s i nt ®avens sstlarad@oenibolidation avec des
mi crosph ™ res chh aarmg ®e0s. "Trlod ¥t t®t udes de phase 1 or

antitumorale de ce traitement [Sangro 2006, Kulik 2008, Salem 2009]. Cet t e t echni que noba

a ce jour pas été comparée a la CHE, son intérét thérapeutique réel reste inconnu.
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2.6.2.3. CHC stade avancé

Pour les patients présentant un CHC avancé (c'est a dire avec envahissement portal
et/ou métastatique et/ou avec un état général PS 1 ou 2), de trées nombreux traitements ont été
testés depuis quelques décennies. La chimiothérapie IV ou IA avec un seul ou plusieurs agents
anticancéreux a démontré qu'elle n'était pas efficace mais en revanche toxique [Burroughs
2004, Lopez 2006]. Il y a quelques années, de nouveaux espoirs ont été placés dans les
thérapies ciblées a un moment ol l'angiogénése a été identifiée comme une des cibles
privilégiées pour limiter la progression et la dissémination tumorale [Llovet Hepatology. 2008].
Le CHC est un cancer trés vascularisé et des concentrations élevées de marqueurs
angiogéniques comme le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ont été associées a une

mauvaise survie chez les patients atteints de cette pathologie [Schoenleber 2009]. Différents

agents ont été testés mais a ce jour, s e ul | e soraf ®ni b a prouv®

significativement I a survi e des mal ades Cattei

médicament est un inhibiteur de tyrosine kinase qui blogue la voie Raf/MEK/ERK et les
récepteurs VEGFR 2 et Platelet Derived Growth Factor Receptor b [Liu 2006, Wilhelm 2006].
Aprés avoir démontré une activité antitumorale sur des modeéles expérimentaux puis au

cours doéune ®taveat an effeetif imporaastee sbrafénib a été testé vs. placebo au

cours dbébun essai d e pahdarsi®® enl double avauglé ayane indus 603 u e

patients européens [Llovet N. Engl. J. Med. 2008]. Cette étude a été arrétée prématurément en
raison de | a diff ®wée rrdre lesd26beas flei tmiternentt & médiaseede

survie globale des patients traités par sorafénib était 10,7 mois vs. 7,9 mois chez les patients du

bras placebo (HR 0,69 ; IC95% 0,55-0,88 ; p < 0,001) (Figure 11). Le temps jusqub”

d ans alébait 55mois dans le bras sorafénib vs. 2,8 mois dans le bras placebo (HR 0,58 ;
IC95% 0,45-0,74 ; p < 0,001). Les effets indésirables les plus fréquemment rapportés avec le
sorafénib sont le syndrome main-pied, les diarrhées et la fatigue. Les conclus i ons de
SHARP ont été confrmées avec | es onRessail de phase llldn@éthodologiquement
comparable dans une population asiatique [Cheng 2009]. Le sorafénib est actuellement le seul

traitement recommandé chezlespat i ent s at t eesmdesavantd [FannerQMH@. Ud

essaide phase lllr andomi s® r appor t @erieam Sdciety af CligidallOhcology | 6 A

g u

nt s

prot

6essai



comparant le sunitinib au sorafénib a montré que le sunitinib était significativement moins

efficace et plus toxique que le soraféni b chez | es pati e avarxé [@herigei nt s

2011]. Dans cet essai ayant inclus 1073 patients recevant quotidiennement 37,5 mg de sunitinib
ou 400 mg de sorafénib, la médiane de survie globale était de 8,1 mois dans le groupe sunitinib
vs. 10 mois dans le groupe sorafénib (HR 1,31 ; 1IC95% 1,13-1,52] ; p = 0,0019).

En France, le sorafénib est notamment «indiqué dans le traitement du carcinome
hépatocellulaire » a la posologie de 800 mg par jour (400 mg matin et soir) [HAS 2008]. Le co(t
du traitement mensuel par sorafénib a la posologie de 800 mg par jour est de 3743,21 U en

France en 2011.

Phase lll SHARP Trial

Overall survival (Intention-to<reat)

100

— Sorafenih
Median: 463fweeks(10.? mo)

{95
\

Median: 34.4 weeks (7.9 mo)
(95%Cl: 294, 394)

:
EU.‘J‘U
;

&

Hazand ratio (S1P%:069 (35%CI. 055, 098).
P-0.00058"

4 R 40 B

F{L R |1 R || T
m 1\ w4

*OBren-Feming theshold for dabistioa simioanos nas P=0.0077.
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Chapitre 2

La CHE, traitement du CHC non

resecable, non métastatique
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1. Historique de la CHE

LaCHEs 6 est d ®prieclpalemen®aal Japon dans les années 1970-1980, a partir
de | dembol-m8§amei omjte®P®eedans | es ann®es 1960. L6éemboc
occlure des vaisseaux de gros calibre pour stopper des hémorragies et traiter des
malformations artérioveineuses [Speakman 1964, Ishimori 1967] en utilisant une simple
suspension de particules polymériques avec une taille trés variable allant de quelques
centaines de micrométres a plusieurs millimétres. Elle a ensuite été proposée pour le traitement
des tumeurs b®nignes de | 6ut ®rus, l es | ®i omyomes.
Coéest un 6mingue-Dayors en D974, qui a été le 1* a utiliser | 6 embol i sati on
artérielle pour traiter les patients atteints de CHC, avec de la gélatine comme agent
ddembol i s antlB7d]nLe fafibanglcdtait le suivant : les CHC recevan t | 6essenti el d
l eur apport sanguin pat Eéartposes |l hbPRpatliboaque r e h®pa
sans induire de n®crose compl-ctecdetidoegddet peiisqgu!
le systeme veineux.
La technique de CHE s 6 eessite développée grace au chirurgien japonais Konno.
Celui-cid ®couvre que si | 6on injecte du | i gteirgsdde | dans |

CHC, le produit se fixe électivement dans | a t u me u rccuneute pendant dea périodes

prolong®es allant |jKosnqfutde1l®* pl uapparsemoles r®sultats
«pillote»de | 6utilisat i oneSMANCS (siyrane-malecradd@eoeanzingstatin)
mélangé a du lipiodol et injectt par voi e | A chez des p[konnoéa8ll.s attei nt

Le SMANCS, synthétisé en 1979 par Maeda est un composé constitué de copolymere
synt h®ti que dbéacide mal ® que et ddédun agent anticanc
la néocerzinostine [Maeda 1979]. Ces résultats furent encourageants avec une diminution
significative d e | deA paRents. La CHE était née.

Etant donné les difficultés pour obtenir le SMANCS au Japon et ailleurs en raison de sa
production confidentielle, il a été mélangé avec le lipiodold 6 aut res agentpouranti canc/(
réaliser des CHE, principalement la doxorubicine et le cisplatine [Sasaki 1987, Takayasu 1987,

Shimamura 1988].
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2. Définition de la CHE

La CHE est une technique de radiologie interventionnelle loco-régionale qui

associe | 6i njection Il A dbéun agent anticanc®r eux N I 0
microsph res dobéembolisation) compl ®t ®e par une occ
déembolisation | or s gueommevdctey.iDand celderréesdas, antparlé i s ®

de CHE lipiodolée. Lorsqueles mi crosph res ddéembolisation sont ut

fois une fonction de vect e wn pardetalorsl dea GHEndvec d 6 e mb o | i
microsphéres. La technique était souvent limitée par le passé & une embolisation artérielle
seule, ou a une chimiothérapie IA avec ou sans lipiodol. Ces différentes techniques ont souvent

été confondues et regroupées sous le terme générique de CHE.

Par rapport a une administration IV classiquement utilisée pour les chimiothérapies,
|l avantage th®orique de | a CHE est
- déaugmenter | a concentration |l ocal e et | e t em
anticanceéreux dans le tissu tumoral pour augmenter ses effets thérapeutiques,

- de |imiter |l a diffusion de sdtixzwitéesystémiguet i canc ®r e u x



3. Les techniques de CHE

3.1. La CHE lipiodolée

3.1.1. Historique du lipiodol

En 1898, Marcel Guerbet, pharmacien des Hoépitaux de Paris et docteur es-sciences
physiques, travaillait comme préparateur aux travaux pratiques de chimiede | 6 Ecol e sup®ri e

de Pharmacie de Paris. Discutant avec le Dr Laurent Lafay, docteur en médecine et

phar maci en, sur |l es probl  mes de | 6iode et de ses
ensemble dbéorienter leur rechermble®swlre | @ar danxiadque®nc
d®) © fait |l e I aboratoire all emand Meordcgke,, awvoecodlipi &

proposée pour le traitement par voie intra-musculaire de diverses affections rhumatismales et
cardiovasculaires. Marcel Guerbet, apres une recherche systématique des huiles siccatives,
retient | 6huile dbéoeillette pour y fixer | 6i ode e
entierement iodée (et non pas chloro-iodée). Le lipiodol est ainsi né en 1901, il sera alors
fabriguédans | a phar macie déofficine du Dr Lafay, 69 rue
participation, non publique, est constituée entre Laurent Lafay et Marcel Guerbet pour réaliser

le développement et la commercialisation du produit (Figure 12).

S __
THERAPEUTIQUE 10DORGANIQUE ET RADIODIAGNOSTIC

LIPICDOL LAFaY

Injectable sans Douleur

54 Cenngr diode pur par centi. cube

Ampoules , Capsules , Emulsion
R.GUERBET & C? PH9" 69 Rue de Provence PRRIS™

Z Z W N

Figure 12. Lipiodol Lafay

Léusage th®rapeutique du | ipiodol serait rest®
rencontré les Rayons X, le neurochirurgien Sicard et son disciple For esti er. Sous | 6i mpu
Sicard, qui luidt «<Voyez <ce que | 6don pourrait faire avec | e
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lapins », Forestierpr oc de aux pr emi er s ligiodohen aadiologis at la pidted us age du
de recherche se révéle extrémement féconde. (I sbaper-o0it par hasard c¢h:
produit injecté se retrouve assemblé en petites billes le long de la colonne vertébrale, circulant

au gr® des mouvementsiQuoehalui samerl mavohiel oir déin
Les deux m®decins | 6utilis rent d s 1921 deour rep®
larges laminectomies [Guerbet 1995]. Le lipiodol devient ainsi le premier produit de contraste

organique iodé, en premier lieu en myélographie pour visualiser les espaces sous-

arachnoidiens, puis dans de trés nombreux examens : bronchographie, hystérographie,

fistulographie, uréthrographie, etc. Il faudra cependant attendre 1961 et les travaux de Wallace

aux Etats Unis et ceux de Jean-Daniel Picard en Francepour qudéi |l soit wutilis® en |
en association avec le bleu patenté, pour visualiser les vaisseaux lymphatiques [Guerbet 1995].

Il a ensuite été utilisé pour le diagnostic des CHC [Nakamura 1983].

Le lipiodol est donc un produit de contraste iodé ipophi |l e constitu® doéun

dbesetbyligges ddaci des gr as dlIbésudommeercialise cer Francee pat le

laboratoire qui porte toujours le nom de son inventeur (Guerbet, Roissy) sous le nom de

Lipiodol® Ultra Fluide, ampoule injectable de 10 ml (Figure 13). Les ampoules de Lipiodol®

Ultra Fluide contiennent 48 % d 6 (sod 4,88 par ampoule).

Figure 13. Lipiodol® Ultra Fluide
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3.1.2. Propriétés du lipiodol

Au départ, cd e donc le japonais Konno qui le 1* a utilisé le lipiodol pour la CHE des

CHC [Konno 1983]. Le réle du lipiodol pour la CHE est théoriquement triple. Premiérement,

|l orsquéi l @ans ilnparct ® e h ®p a,thiigewe ,c olmemep rl cddawiati ta obs

Konno, la propriété de se maintenir au contact du tissu tumoral et péritumoral hépatique
plusieurs semai nes voire plusieurs moi s,

hépatique sain dans les 7 jours suivant son injection [Yumoto 1985, Miller 1987, Nakamura
1989]. Les raisons de cette rétention intratumorale persistante de lipiodol sont incertaines, mais
elle serait en grande partie due & une embolisation des microvaisseaux tumoraux caractérisés
par la lenteur de leur flux sanguin et par des anomalies des charges électrostatiques pariétales.
En marquant le lipiodol a l'iode 131, Raoul a montré que plus de 80 % du produit restait au
niveau du foie, trés sélectivement au niveau tumoral (rapport tumeur/foie non tumoral supérieur
a 5) et ce pour un temps long [Raoul 1988]. Cette propriété a donc conduit plusieurs équipes
aprés | 6 ®t ude p &enhot & preposeat eson utilisation comme vect e ur de

anticancéreux pour le traitement des CHC, permettant un relargage progressif et contrdlé de

al

or s

g

| agent

| 6agent anticanc®reux au contact d eDeuxi@merhentpile ur apr

possede un rble propre d 6 e mb ol i s at i o ndcireste’limte. Amsi, I6¢ elj wict i on

émulsion agent anticancéreux-l i pi odol doit °tre suivie de

obtenir une réelle embolisation [Marelli 2007]. Enfin, il permet au radiologue de visualiser et de

contrbler] 6i njection de | 6®mul si on dansloksduageste. re h®patig
3.1.3.D®r oul e me rCHE lppiddorée
Au CHU de Dijon, le patient qui va recevoir une CHE est hospitalisé la veille de

|l 8intervention dans | e s e.l.aCHEse ddrduld ®pendenvatn anathr oent ®r o

S

I A dobL

en salle de Radiologie Interventionnelle du Pateau Techniqued 6 | ma (Figurei1d). L 6 e x a me n

radiologique avec contraste comprend une exploration vasculaire compléte : cathétérisme
fémoral, aortographie, tronc coeliaque, artere mésentérique supérieure et recherche de

vascularisation accessoire éventuelle (artéres diaphragmatiques, surrénaliennes, intercostales,

6€

| i nject



et cél)b.®mul si on estmppr@Apa&me@at eytae l e radiologue, j u
L6®mul sion comprend g®n®r al ement un seul demgent ant
lipiodol. L6 ®mul si on est obtenue apr s dix passages sucoc
seringue luer lock de50mL” | 6autre, ~ | 6aide dbébun robinet trois
di x minutes de mani re s®lective dans | a branche

irriguant la plus grande partie de la masse tumorale. En cas de lésions bilobaires, le foie

controlatéral est traité | or s d8s®ance, afin de | imiter | e risque

séveére pour le patient [Raoul 2011].

14. D®r oul déune Ct

lipiodolée au CHU de Dijon A. Exploration

Figure ement
vasculaire complete et positionnement du

cathéter dans la branche droite ou gauche

de | dart r e B. h GPpéparation u e ,
extempor an®e d € Idje6ti@mul si on,

|l ente de | 6®mul si on
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3.1.4. Intérét clinique de la CHE lipiodolée

Aprés un enthousiasme initial li¢ a la constatation de réponses tumorales objectives, la
CHE lipiodolée ainsi que toutes les procédures apparentées a la CHE (embolisation,
chimiothérapie 1A avec ou sans lipiodol) a pratiquement disparu des recommandations du fait
de | 6absence de shd®su®ié comsmtéeedans lesbressais randomisés publiés
entre 1988 et 1998 [Lin 1988, Pelletier 1990, Madden 1993, GRETCH 1995, Bruix 1998,
Pell etier 1998]. Ces essais avaient compar® | d6embol
la CHE a un traitement symptomatique ou suboptimal (hormonothérapie, chimiothérapie 1V). Il
sbagissait de 3 ®tudes fran-aises ayant inclus une
al cooliqueasidauing e s s adpagdobayamt inelss snajoritairement des patients
avec une cirrhose virale B ou C, respectivement; enf i n d 6 u n eafric@iheuddne less u d
crit res doi ncl usHEntmes®E toxicdén les éiudap fra®aises ant rapporté
plus de défaillance hépatique, probablement en lien avec les caractéristiques des patients
inclus (majoritairement cirrhose alcoolique associée a une moins bonne fonction hépatique). En
parallele de ces essais, deux méta-analyses publiées en 1997 et 1998 [Simonetti 1997,
Mathurin 1998] soulignaient la nécessité de faire de nouveaux essais randomisés en raison de
| 6h®t ®r og®n®i t ® d edes matientd, ~ rdees | doohi Gt c®lr uosgi ®NnNBMmais ® des tr
également de la faiblesse des effectifs des études réalisées jusque la.
La publication en 2002 et 2003 de 2 études de phase Il randomisées et de 2 méta-
analyses positives en termes de survie pour les patients a finalement contribué au retour de la
CHE dans le traitement des CHC non opérables non métastatiques.
La CHE est depuis considérée comme le traitement de référence des CHC de stade

intermédiaire B [Forner 2010].
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3.2. La CHE avec microspheresd 6 embol i sati on char g®ce

3.2.1.Les micros p h r ensboliddtion chargées

3.2.1.1. Définitiondes mi crosph res dobéembolisation

En 2006, le Dr Alexandre Laurent définissait un a g e n t d 6 e mdoronhei «goatt i o n
produit qui sous une forme quelconque (solide, liquide, suspension) peut étre largué dans un
flux vasculaire pour se bloquer dans le vaisseau ou il détermine mécaniquement et/ou
biologiguement une occlusion temporaire ou durable » [Laurent 2006]. Les microsphéres
déoemboldqes@aeliloms soi entf ocrhtarparetsi eocudensonagent s dbéembol
titre gepEatiadléast d&e mbaobbse deagélatimend dlcool polyvinylique (PVA)) ou

que les coils, les solutions gélifiantes (Figure 15).

Coils Solution gélifiante

Particules

Microsphéres

Figure 15. Principaux types dbéagents dbéembolisation et e
sont utilisés pour occlure les anévrysmes intra-craniens ; les solutions gélifiantes, en cas

ddan®vr ys meglesparticules gnuwcas de tumeur hypervasculaire (principalement CHC)
(adapté de [Namur 2007])

69



3.2.1.2. Historique des microsphéresd 6 e mbol i sati on

C 6 e s taporais Kato qui le 1* a développé | es particules dbéembolisat
avec un principe actif. En 1981, il publiait trois t r av a u x sur l utilisation d
doéo®t hyl cel | ul o dsleela nitonayciree € aur latraieement par voie 1A de différents

cancers (foie, rein, poumon, vessie) [Kato 1981, Kato 1981, Kato 1981]. Les particules avaient

une taille d@&nviron 200um, elles furent ensuite chargées avec du cisplatine [Okamoto 1986].

Avec cette proc®dure (partaiseuldedse t dngrgéasteardt idd atsieo n
cisplatine injectées par voie |A), Kato et son équipe posérent les bases théoriques de la CHE

en démontrant successivement (Figure 16) :

- in vitro, une libération du cisplatine sur plusieurs heures (Figure 16.4);

- in vivo, une diminution du pic plasmatique du cisplatine par rapport & une injection 1A ou IV

(Figure 16.6) ;

- in vivo, une augmentation de la concentration intratumorale de cisplatine par rapport a une

injection 1A (Figure 16.7) ;
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‘o = of patients given €0mg CDDP-mc (@) (n=3),
administered 60mg of CDDP-mc (n=8) 20mg CDDP intraarterially (A) (1 =3). gy
Figure 16. Principaux r®sultats de | 6®quipe de Kato sur
avec du cisplatine ; Figure 1 : photographie des particules, Figure 4 : profilinvitk@d ®l uti on
Figue6: profil do®l uti onconénmationmtratumarate de cisplagine (8" 7

de [Okamoto 1986])

Au total, 1 086®quipe de Kato a traunst@egabatif3 pati ent

ou préopératoire, pour différents types de cancers [Kato 1996]. Si les résultats cliniques

parai ssaient prometteurs, aucun essai comparatif ra
débouché sur aucun produit commercial. Dans les années 1980-1 9 9 0 , ddautres ®qui pe
développé ettesttdes particules dbéembolisation charg®es avec

chez des patients atteints de CHC, de métastases hépatiques de cancers coliques, de cancers
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dureinnA t it r e sdFujenete argydlué la survie de patients atteints de CHC inopérables
trait®s par CHE avec des microsph res doéal bumine de
[Fujimoto 1985] ; Ichiharaalui®t udi ® | a survie de piaopérablmdpes attei nt s
une CHE ~ base dbéaclarubicine charg®e dans des part
[Ichihara 1989]. Les résultats de ces deux études furent relativement décevants par rapport a

ceux de Kato.

En parallele voire avant ces travaux, différentes microsphéres d e mbol i sati on no
chargées avaient déja ®t ® i nj ect ®e s depuls éeg anhéésH B6M poarr réaliser des
embolisations : billes de pl omb, dédacier i noxydabl e, de si
étaient élevés en raison de la petite taille des billes et du reflux important dans les organes
sains non ciblés [Kunstlinger 1981].La premi re particul eafinBlemmaiiol i sati o
été mise sur le marché européen en 1993 et sur le marché américain en 2000, sous le nom
commercial EmbosphereE . Le princi pdella mcomspipee sest un polymere, le
trisacryl (N-acryloyl-2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3 diol), matériau initialement utilisé
comme support dans | es colonnes de chromatographi e.
commercialisées, sans toutefois apporter de réelle innovation. Emb o Gol dE contient un ¢«
base dobor coll opdal qui rend |l a mEcestome@h re Vvis
microsphére a base de PVA. Enfin, Bead BlockE est une microsphére colorée a base de PVA

(Tableau VI).
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Tableau VI. Principales par t isghériguess ou dnéne mbno thargéast i o n

commercialisées en France en 20171 (@dapte de [Laurent 2006])

Type d’embole Non sphérique Sphérique
Materiaux Gelatine PVA Acrylique PVA

= Spongel®
Noms Ivalon®

o Gelform® e Eimbosphera™ Bead Block™
commerciaux Curaspon® ontowr® EmboGold™ Contour SE™
Mise sur [

SRR 19605 1975 19905 20005
marché
Principales ® Occlusion proximale  ® Occlusion proximale ® Occlusion distale ® Occlusion distale
propriétes * Reésorbé jours/sem. * Résorbé mois # Non resorbable ® Non résorbable

Photographies
des produits

Photographies
de coupes
histologiques
avec emboles (*)

3.2.1.3. Caractéristiques des mi crosph res déembol i s
chargées
Depuis le début des années 2000, t r oi s microsph res éedommbol i sat

obtenu un marquage CE. Ces produits sont des dispositifs médicaux de classe IIb. lls ont donc
b®n®f i ci ® des travaux des ®quipes japonaisses sur | e
|l es ann®es 1980 ddédune part, et de | 6exp®rience clin
non <char g®es, Ela&audppelées paa cettains auteurs, chimiosphéres [Namur
2007]. Les microspheres Be a d B | @iodorkpatibles, Farnham, Royaume Uni) sont
spécifiquement destinées a étre chargées avec de | 6i buprof ne dans | e b
douleurs post-embolisation des fibromes utérins. Les deux autres microspheres doivent étre

chargées avec des agents anticancéreux, principalement pour le traitement des CHC.



Les microcrosphéres d@mbolisation chargées présentent plusieurs caractéristiques
pour une occlusion ciblée :
- elles sont hydrophiles, pour permettre leur transit a travers un cathéter, et éviter leur

agglutination dans le réseau vasculaire

- elles sont calibrées, pour pouvoir contréler le niveau dé@cclusion et la répartition dans le

réseau vasculaire

- elles sont élastiques, cést-a-dire déformables dans le cathéter tout en reprenant leur forme
initiale a la sortie du cathéter. Une microsphére trop rigide ne pourra pas étre injectée a travers
un cathéter de faible diamétre. Une microsphére trop molle risque de se déformer sous la
contrainte des parois et/ou du flux vasculaires, et d@cclure un vaisseau distal de section

inférieure au diameétre de la bille

- elles sont biocompatibles. Les critéres de biocompatiblité dn dispositif médical implantable
sont explicités dans les directives européennes relative aux dispositifs médicaux de 1993 et de
2007 [Directive 93/42/CEE, Directive 2007/47/CE] ainsi que dans les guides édités par la FDA
[FDA 1999]
- elles sont non résorbables,” | 6i nver se des particules dbéemboli sat
- elles sont uniquement destinées a étre chargées avec des agents pharmacologiques.
Les 2 microsph r e s déembol i sati on char g®es avec des
commercialisées en 2011 se différencient principalement par le principe de chargement de la

molécule active (Tableau VII).
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Tableau VII. Mi crosph res do6embol i s atdemrsn anticahcéreug ® e s

commercialisées en France en 2011

Nom commercial DC BeadE HepaSpher eE
Ann®e dobob 2005 2006
du marquage CE

Principe actif Doxorubicine Doxorubicine
Irinotécan

Mode de lonique (SO3) Absorption

chargement lonique (COO)

Présentation Flacons de 10 ml contenant 6 Flacons de 10 ml contenant 25 mg
ml de sérum physiologique et 2  de microsphéres deshydratées de
ml de microsphéres colorées taille 50-100 pm, 100-150 um, 150-
en bleu de taille 70-150um 200um
(M1), 100-300um, 300-500um,
500-700pm, ou 700-900pm

Mi crosph res DC BeadeE

avec

Les microsphéresDC BeadE fi xent | 6agent anticanc®reux p

Ell es sont constitu®es doéun polym re de PA modifi:

pouvant par conséquent fixer des molécules chargées positivement comme les anthracyclines
ou | thatécan par exemple (Figure 17). Elles sont commercialisées par le laboratoire
Biocompatibles Ltd (Farnham, Royaume Uni). Il existe 5 formes commerciales différentes. Les
microsphéres DC B e ade faille 100-300um, 300-500pm, 500-700pm, 700-900pm doivent
étre « chargées de doxorubicine dans le but de procéder al 6 embol i sati on des
alimentent la (les) tumeur(s) maligne(s) hypervascularisée(s) et ~ la | ib®ration
controlée et prolongée de doxorubicine au niveau de la(les) tumeur(s) » [Biocompatibles.

Products. DC Bead]. L e s mi crosph™ r eMl d® @ille Fe-Eaufm doivent étre

vai s

déun

chargées avec de | 06irinot®can dhéasemHel itsuatt i d@ pPdeesc &ddrs

alimentent |l es m®t astases h®patiques des cancers ¢

contr6lée et prolongée db6i r i n @t ®ieeaun des métastases hépatiques des cancers



colorectaux » [Biocompatibles. Products. DC Bead]. Elles sont colorées en bleu et changent de

couleur avec le chargement ce qui permet un contréle visuel du chargement (Figure 18).

Figure 17. Chargement

microscopique DC BeadE

OH OH OH OH OH O 0 OH O

\( I doxorubicine. Le groupement
e amine  protoné de la
:é,(\” B \ doxorubicine se lie au
« NH__ A o >< “\\ ,
@( il ! groupement sulfonate greffé
g WL L e sur le polymeére de PVA (©2Pr s
1 2 k‘!\ 4 f”” ! [Biocompatibles Products. DC Bead. FAQ])
)H  OH OH 4[1\ oH [ oH Q J\‘ r@jm
\)\/J\/\\/;\)\/W,\ |

Figure 18. Chargement
macroscique D C BeadE
doxorubicine. Il est possible de
contrdler visuellement le
chargement par simple
changement de couleur des
microsphéres : elles passent du
bleu vif (couleur « naturelle »)
au rouge vif (couleur de la

doxorubicine) (doéapr s [ Biocompati bl es

Products. DC Bead. Instuctions for use])

Mi crosph res HepashereE

Les microsph res HepashereE combinent deux mode
interaction ionique. Elles fonctionnent comme des « éponges » qui absorbent la substance en
solution de maniére passive. Les microsphéresc on st i t uc®mlgmerk ®VWAfacrylique sur
lequel a été greffé des groupements carboxylates COO’ fixent les molécules chargées
positvementp ar simpl e | i aison i oBii@8%ehernenmde DiCc Ble.adiepa Sy
Loading Heg.a\s plhéeirnesit ar des m®madEospeH Treess dRB@i Bnnent r
aprés chargement avec de la doxorubicine (Figure 19). L.es mi crosph res HepaSpher

indiqguées «pour | 6embol i sation des vaisseaux sahguins
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opératoires chargées ou non avec de la doxorubicine dans les interventions suivantes :
embolisation des CHC, embolisation de métastases hépatiques » [BioSphere Medical.

HepaSpher eE. I nsltructions for wuse

Figure 19. Microsphéres d 6 e mb o | iHsegtaiSprh eA. eFEhot ogr aphi e ddéun fl
HepaSpher eE. Les 25 mg de microsph res deshydrat ®e s
de poudre. B. Phot ographi e ddéune seringue d&Hmp deSpher e E ¢
doxorubicine. Les microsph res gonflent lgisbrenviron 4
avec la doxorubicine. Il est possible de retirer le surnageant aprés chargement. C. Photographie
des microsph res HepashereE c¢har g@eesphotoyaplie a50 mg de
été réalisée en déposant quelques gouttes de solution entre lame et lamelles avec un
microscope inversé, motorisé équipé pour fluorescence (Station Cell Observer, Zeiss,
Plateforme Imagerie Cellulaire IFR 100, Université de Bourgogne). Toute la doxorubicine est a
| 6i nt®rieur des micr os ph icraspheressant relafvemeht @ariables, | a f or me

entre 130 et 350 um pour la taille sur cet échantillon.
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3.2.2. D®r oul ement doune CHHOGawWwbo|l msariosp

chargées

Le d®roul ement déune CHHuasmeetc demhtrqeph reel ¢et d
CHE lipiodolée. Les deux seules différences sont les suivantes.

Premierement, étant donné la stabilité des solutions de microspheres une fois
chargées, (par exemple 7 j our s pour DC B e &@lirRg de Hoaarupi@ne)sla a v e ¢
préparation de la seringue contenant les microsphéres est réalisée dans les pharmacies a
usage intérieurdans des unit®s centralis®es, sous hotte =~ f
La seringue est guasi mehustld vawan tg rdtlidlogne apuld 6i eormp, | oli
quel ques mil |l il i ontraste nodidnigue par unorabinet 3 voieselans la seringue
contenant les microsphéres chargées. Le mélange sphéres chargées-produit de contraste est
ensuite homogénéisé par simple retournement.

Deuxi ~ me mection des imizgrbsphieres se fait de la maniere la plus sélective
possible (voire hypersélective), au mieux dans les branches segmentaires ou sous-
segmentaires, éventuellement dans une branche sectorielle (antérieure ou postérieure droite).
Encasdevasculari sati on accessoire, l 6injection est r®alis:

plus en distalité possible. Une CHE lobaire (artére hépatique droite ou gauche) avec

microsph res noest r®alis®e quben-séeats. doi mpossi bil i:
3.2.3. Intérét clinique de la CHE avec microsphéresd 6 embol i sati on
chargées

Les microsph ™ r e chardgéésspebronmd tstagntond@mbe!| paati on de:
vaisseaux alimentant la(les) tumeur(s) hypervascularisée(s)dont on sait qubdell e se
efficacité antitumorale p ar héndie iaduite [Marelli 2007] e t d 6 autla Gbéragianr t ,
contrll|l ®e et prolong®e de | dagent anQetteseconde®r eux au
propriété liée a la non resorbabilité des microsphéres pourrait permettre de renforcer| 6 ef f i caci t ®
locale de la chimiothérapie, del i mi t er |l a di ss®mi nation syst®mique d

donc d @méliorer la tolérance de la procédure.
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Cet avantage des microsphéres d 6 e mb ol i s at iaoéte clairenaent gtRl#i par

Varela [Varela 2007]. L6 a u & a enreffet montré que la concentration de doxorubicine dans le

sang des patients dans les 7 jours suivant la CHE était significativement supérieure dans le

groupe des patients ayant recu une émulsion lipiodolée comparativement au groupe des

patients ayant recu des microsphéres D C B e alihfgées avec la molécule (Figure 20).
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Figure 20. Doxorubicinémies aprés
CHE
(graphe du

avec microsph res

haut) et apres CHE

adapté de [Varela

lipiodolée (graphe du bas) ¢
2007])

Une étude vient de montrer en mesurant les concentrations de doxorubicine dans des

explants hépatiques de 6 patients qui avaient recu dans les 8h a 36 jours avant la chirurgie une

s®ance de CHE avec

la doxorubicine, que le s

microsph res

mi cr os ph ™ r e s300dui eharhéed avex d& i o n

per mettaient un rel

pendant au moins 1 mois [Namur 2011]. Les auteurs de ce travail ont montré que la nécrose

tissulaire était associée a une pénétration plus profonde et a des concentrations plus élevées

de doxorubicine, m° me sSi

Auparavant, des r ®sul

l a di f f3®jouesiNamur 2001t ai t

t at s microsprgres changées sud e |

des modeles animaux avaient été publiés, que ce soit avec DC BeadE [Hong 2006, Lewis

2006lou avec He p[RsSpihawose E

DC

DC

argag

signi

out i



Lal**®t ude de CHE avec DC BeadE charg®es avec de
patients atteints débun CHC non m®dpmodétua tauxgdee non r ®
réponse globale selon les critéeres EASL de 66% pour un taux de complications de 7% et un
taux de survie a 2 ans de 89% [Varela 2007]. Les résultats de cette étude ont été confirmés par
une seconde ®tude r ®a[Malag® €008 etear unb Cudd rmutidefrique
itaienneavec HepaSph e s avé dexdrabicige®e épirubicine [Grosso 2008]. Dans
l&tude grecque de Malagariayant test® | 6effi c@HEatv@ cetDC aBetadlE®r ar
chez 62 patients présentant un CHC non opérable, les auteurs rapportent un taux de réponse
objective a 9 mois selon les criteres EASL de 80% [Malagari 2008]. Les patients ont recu dans
cette étude 3 CHE ~ 3 moi s déintervall e, |l es miderlosph ™ r es
doxorubicine & une dose comprise entre 50mg a 150mg. Deux complications séveéres liées a la
procédure se sont produites (3,2%) : un abcés hépatique chez 1 patient et une cholécystite
chez 1 patient. L 6 ®t u d e muttiemtriqeemayant test® | a CHEaiacwec Hepasp
50 patients présentant un CHC non résécable avec 10% de patients Child B. La taille moyenne
totale des nodules était 4,2 cm avec un maximum de 4 nodules. Ces caractéristiques tumorales
sont comparables a celles des patients inclus dans les deux études précédentes. Avec un taux
de réponses objectives a 6 mois de 77% selon les critéres EASL, les résultats obtenus étaient
comparables " ceux des ®t ulepuss c&s;lééesnétudes risliéce®enDC BeadE
2007-2008, de trés nombreuses autres études ont confirmé | 6ef fi cacit® des CHE
microsphéres chargéesc hez | es patients atteint sunfhibleitaux CHC non
de complications. Un plus granda®to@bp b |ldio®taavdecs DCO08BeadE [ Ma
Reyes 2009, Malagari 2010, Dhanasekaran 2010]. Deux ®tudes ont notamment (
de | 6as DEc iBetaiddandi of r ®quence [ LeHicacité des micradfh@es] | ou 1|6
DCBeadE char g®es avec de | 6®p iDeur Btidesionteté publites ed i n i 2010
2011 avec Hel[sekiS0MeSelke B11]. L6 urme not amment ®valu® | def fi
tol ®r ance do iepaSpherdfE chargéescavecdu ci spl atine apr s ®chec
avec HepaSphereE charg®es aveduldguilet Rplogtudes ci ne [ Se
cliniques étaient en cours avec les 2 microsphéres d 6 e mb o | ¢chargéeésidans le traitement

des CHC: 9 avec DC eB attenteE de (transplantation, en association avec la
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radiofréquence, en association avec sorafénib ou placebo, en association avec sunitinib ou
placebo notamment) [NIH. ClinicalTrials. DC Bead] ; 1 avec HepaSphereE (étude de phase llI
randomisée comparant une CHE lipiodolée avec doxorubicine et particules de PVA comme
agent doé e mibuod GHE aved HepaSphereE chargées avec de la doxorubicine) [NIH

NIH. ClinicalTrials. HepaShere].

A ce jour, un seul essai international de phase Il publie acompar ® | 6ef fi

toléranced 6 un t r a i GHE pee mitrosghéras chargées (D C B e albffées avec de la
doxorubicine) a un traitement par CHE lipiodolée avec doxorubicine chez des patients atteints
ddédun CHC n o nLestatnsd® pépohskseobjectives (réponses partielle et compléte selon
les criteres EASL) a 6 mois étaient de 52% dans le bras microsphéres vs. 44% dans le bras
contréle (p = 0,11). Les patients Child B, avec un état général PS 1 ou une maladie bilobaire
traités par microsphéres présentaient un taux significativement supérieur de réponses
objectives (p = 0,038) par rapport aux patients ayant eu une CHE lipiodolée. Les auteurs

rapportaient également que la CHE avec microsphéres était significativement mieux tolérée en

termes de défaillance hépatique sévéere (p< 0, 001) et dbéeffets i nd®si

(p = 0,001) comparativement a la CHE lipiodolée [Lammer 2010].

En conclusion, si | 6avantage phar macoci n®t i que

ddembolisation comme vecteur par rapporla CHEu

avec microsph r easpascdegendgri® s ounv ® c eelle jémit plys

efficace que la CHE lipiodolée chez les patients présentant un CHC non résécable.
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PARTIE 2

TRAVAUX PERSONNELS
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Chapitre 1

LOagent areuk i
pour la CHE des CHC

cCan
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1. Problématique

La question da&nd ®ragemntpawmrt ila CHE des CHC nbaur a
si le SMANCS, utilisé comme agent anticancéreux par Konno dans la 1% étude publiée de CHE
[Konno 1983], avait été synthétisé a plus grande échelle et donc utilisé pour toutes les CHE. La
rareté du produit y compris au Japon dans les années 1980 a en effet poussé les médecins a
utiliser dbéautres agaeCHE sles EHQ Lacdaxorghbi®ineeet la cisplaiiner
produits disponibles™ | 6 ®poque, a y a n taux meoraponsed ohjectieck guuceuss
ddessais de c hde phase il ¢dh&rdes patients atteints de CHC [Burroughs 2004],
furent alors utilisés.
En 2007, Marelli publiait une revue systématique de la littérature sur la CHE des CHC
[Marelli 2007], reprenant les données de |l 6 ensembl e des ®tudes randomi s ®:
publiées sur la technique entre 1983 (1* article de Konno) et 2006, soit 52 études. Un agent
anticancéreux seul était utilisé dans 75% des études, 2 agents anticancéreux étaient utilisés
dans 15% des études, et 3 agents anticancéreux étaient utilisés dans 6% des études. Dans 4%
des ®tudes, |l 6agent anticanc®reux ndé®tait pas ment.i
plus frequemment utilisé pour la CHE des CHC était la doxorubicine (36%) suivi du cisplatine
( 31 %) gépirubieinel(12%), de la mitoxantrone (8%), de la mitomycine C (8%), du SMANCS
(6%), du 5-fluorouracile (4%), du carboplatine (4%), de la daunorubicine (2%) ou encore de la
pirarubicine (2%) [Marelli 2007].
Depuis cette revue de la littérature, de nombreuses études sur la CHE des CHC ont été
publiées, dont 4 essais randomisés de phase lloulll. L 6 e s s ai dé phasa Il BRCB 9402
a comparé une hormonothérapie a base de tamoxiféne associée ou non a une CHE lipiodolée a
base doimegDoffoédl 2008]. Un essai japonais de phase Il a comparé une CHE lipiodolée
avec SMANCS a une chimiothérapie IA lipiodolée (sans embolisation) avec SMANCS [Okusaka
2009]. L 6 ®t interrationale de phase Il Precision V a comparé une CHE lipiodolée avec
doxorubicine a une CHE avec microsphéres d 6 e mb o | chargees ideodoxorubicine [Lammer
2010]. Enfin, 16 e s bi@mtriqgue de phase Il LIPIOAMIO a comparé deux modalités de CHE

lipiodolée a base de doxorubicine avec et sans amiodarone [Boulin 2011]. Globalement, les
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études asiatiques publiées sur la CHE des CHC depuis 2006 ont le plus souvent utilisé le

cisplatine comme agent anticancéreux, les études occidentales, la doxorubicine.

Ainsi de trés nombreux agents anticancéreux sont utilisés depuis une trentaine

déann®es pour | a CHE des CHC est kmplss effinace. La@uestions ac he | e
de | 6agent anticanc®reux appara’t non r®solue ° ce |
Premiérement, i | est i mpossi bl e dpgopre denphaque agent 6 ef f et

anticancéreux dans les essais randomisés de CHE car ils sont injectés selon des

procédures différentes. En effet, il existe une hétérogénéité considérable dans les modalités

déinjectiomodeedmanmdHEl a dose de | 6agentatomiti canc®r
m®t hode do6éinjection, la fr®guence entre | es cures,
l 6autre

Concernant |l a dose de ertaibsaegsaisn dnt é& ménlisés aveccu®a e u X |, c
dose fixe de doxorubi ci naecudeBce bOnmgaanaledsai derplaaserlle ment , e
LIPIOAMIO[ Boul i n 2011]. Déautres essais ont utilis® de
fonction de |l a bilirubin®mie des patients. Cel a ®t a

les patients ont recu des doses de doxorubicine comprises entre 50 mg et 150 mg [Lammer
2010].
Un autre exemple concernelesagent s do6 e.rbifferdnissgenos dbéembol i sat
sont utilisés : gélatine, PVA, plus récemment les microspheres. Lorsque la gélatine est utilisée,
el l e | 6est & partipde saforme plaguetta; mais la taille et la quantité des morceaux
que le radiologue va découper manuellement et injecter sont extrémement variables.
Le tableau VIl illustre | 6 h ®t ®r 0 g ®n ®i t ®de CHE darns rles priapaux e s
essais randomisés publiés au cours des 20 derniéres années (a la date du 1° juillet 2011) chez

les patients atteints de CHC non résécables.



Tableau VIII. Principaux essais randomisés de CHE publiés entre 1991 et juillet 2011 chez des patients atteints de CHC non résécables

Référence Bras N Agent anticancéreux Lipiodol Agent dobéembol Surviea2 p

ans (%)

CHE vs autre traitement

GETCH, N. Engl. J. Med. 1995 CHE 50 Cisplatine Oui Gélatine 38 NS
BSC 46 - - - 26

Pelletier, J. Hepatol. 1998 CHE + Tx 37  Cisplatine Oui Gélatine poudre 24 NS
TX 36 - - - 26

Lo, Hepatology. 2002 CHE 40  Cisplatine Oui Gélatine plaquette 31 0,002
BSC 39 - - - 11

Llovet, Lancet. 2002 CHE 40  Doxorubicine Oui Gélatine plaquette 63 0,002
E 37 - Oui Gélatine plaquette 50 NS
BSC 3B - - - 27

Doffoel, Eur.J. Cancer. 2008 CHE + Tx Epirubicine Oui Gélatine poudre 25 NS
Tx - - - 22

Okusaka, J. Hepatol. 2009 CHE 79 SMANCS Oui Gélatine plaquette 48 NS
CIAL 82 SMANCS Oui - 50
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Tableau VIII. (suite)

Comparaison de différents agents

anticancéreux
Watanabe, Cancer. Chemother.  CHE 41  Epirubicine Oui Gélatine plaquette 45 NS
Pharmacol. 1994
CHE 38  Doxorubicine Oui Gélatine plaquette 44
Kawai, Semin. Oncol. 1997 CHE 41  Epirubicine Oui Gélatine plaquette 45 NS
CHE 38  Doxorubicine Oui Gélatine plaquette 55
Comparaison de différents dosages
ddagents anticant
Lu, Hepatogastroenterology. 2003 CHE 40 Mitomycine C, epirubicine, Oui Gélatine/PVA particules 27 NS

carboplatine faibles doses
CHE 42 Mitomycine C, epirubicine, Oui Gélatine/PVA particules 27
carboplatine doses usuelles
Comparaison de différents agents

dbébembolisation
Zheng, Chin. Med. J. 1998 CHE 56  Carboplatine + 5FU + Oui Bletilla striata 45 <0,05
mitomycine C
CHE 50 Carboplatine + 5FU + Oui Gélatine poudre 31
mitomycine C
Kwok, J. Hepatol. 2000 CHE 48  Cisplatine Oui Caillots sanguins 37 NS
CHE 52  Cisplatine Oui Gélatine plaquette 28
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Tableau VIII. (suite)

Lammer*, CVIR. 2010 CHE 93  Doxorubicine - MicrospheresDC Be a ND _
CHE 108 Doxorubicine Oui Choix de | 6i rND

Comparaison autres**

Boulin, Dig. Liver. Dis. 2011 CHE 13  Doxorubicine + amiodarone Oui Gélatine plaquette 52 NS

CHE 14  Doxorubicine Oui Gélatine plaquette 40

BsC : Best supportive care ; CIAL : Chimiothérapie intraartérielle lipiodolée ; ND : non determiné, NS : non significatif ; PVA : alcool polyvinylique ; Tx :

tamoxiféne
*Dans | PFrexisiendj | a survie 7 2 apnasb mois e tayxae rép@nseRobj&tif setbin |@secritéres EASL était 51,6% dans le bras

microsphéres vs. 43,5% dans le bras CHE lipiodolée (p = 0,11)
** Dans | 6essai L i gpeut a & fois étre considéréeicamina une maécule potential i satri ce de | 6ef tHoxarubi@net i canc®r
(par ses propriétés modulatrices de la résistance multidrogue) mais égalementcommep ot ent i al i s atvectew x dudippodol caradgmente la

solubilité de la doxorubicine dans le lipiodol.
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Deuxiéemement, il est impossible db6 a v awumeridée de | 6 ef f et propre de cha
anticancéreux dans les essais de CHE car les caractéristiques des patients inclus dans les
études sont hétérogenes.

Si tous les patients inclus dans les essais de CHE présentaient un CHC non résécable selon
les criteres EASL [Bruix 2001], il existe une grande hétérogénéité concernant les caractéristiques des
patentsau sei n do®&tnwedem’ete entre | es ®tudes.conpetates ddabor
caract®ristiques des pat i endars lenpudicationspMalli rappartpitcen r s di s
2007, que sur les 52 études de cohorte et randomisées de CHE publiées entre 1983 et 2006, le score
deChild-Pugh et I a taill e du npehtiansés que dasis 46% et 840badesrétades, ai e nt
respectivement [Marelli 2007]. Par exemple, da n s | de phaseilll japonais publié en 2009,
comparant CHE lipiodolée avec SMANCS vs. chimiothérapie IA lipoiodolée avec SMANCS, le score de
Child-Pugh et | a proporti on dentppsandiguésn®kssaka 2009]. Ersudité, psi e s n o @
études principalement celles menées avant 2000, ont inclus des patients présentant une cirrhose Child-
PughCouun stade 1|11 de | a cl ass i f iaduallement congidérésicamana . Ces
des contre-indications a un traitement par CHE [Raoul 2011]. Par ailleurs, | 6®t i ol ogie de | a
évidemment dépendante des zones géographiques vore des pays dobéorigine 8es pat
essais randomi s®s fran-ais ont majigineiddladrrhosarestrune i ncl u ¢
intoxication alcoolique [Pelletier 1990, GRETCH 1995, Pelletier 1998, Doffoel 2008, Boulin 2011]. Les
essais positifs de Hong Kong et de Barcelone ont inclus majoritairement des patients présentant une
cirrhose virale B [Lo 2002] ou C [Llovet 2002], respectivement. L6 at t e i nt est hé@Epakerneantg u e
plus sévere quand 16 o r i g i airehosd est alcanlique [Beaugrand 2007] et cet argument a été avancé
par un auteur frangais pour expliquer la négativité des essais de CHE menés en France contrairement &
ceux men®s da n s[Doffo@l2008].rCersinep @udes ont inclus des patients quelle que soit
la taille de leur CHC alors que certains auteurs ont limité dans| es cr it res doéi tcl usi or
nombre maximal de nodules. Dans | OIBIGAMMO, pdur | e g u e lpasidé restriGtienxdans t a i t
les crit res70®idesupabnents avaient O 3 nodules et |
[Boulin 2011]. A loéenveraseson des crtalstqud e b s dd@finia dapnlsd s a i
Precision V, la taille tumorale médiane des patients était 4,7 cm [Lammer 2010]. La taille tumorale étant
un facteur de mauvais pronostic de patients atteints de CHC traités par CHE [Takayasu 2006, Bruix

2009], il apparait difficile de comparer les résultats obtenus entre ces études en termes de réponses.
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Outre la disparité des procédures de CHE,unet el | e h®t ®r og®n®i t ® dans | es
des patients contribue probablement a expliquer les résultats discordants des essais de CHE

depuis une trentaine dbéann®es

Troisiemement, il est impossible de conclure sur | 6ef f et propre de c hai
anticancéreux dans les essais de CHE car les seuls essais qui auraient permis de répondre a la
guestion sont trop peu nombreux. Deux essais randomisés ont bienc ompar ® | 6ef fi cacit®
avec des agents anticancéreux différents injectés selon la méme procédure, mais ces 2 essali
compar® que |l es 2 m°mes agents anticapa@ua=ud94, | a do
Kawai 1997]. Avec des taux de survie a 2 ans compris entre 44% et 55% dans les 2 bras des 2 essais,

|l es r®sultats des 2 essais ndont pas rapport® de di ff

Quatriemement, il est impossibledé av oi r un ¢ diedti@eantitbmorale de chaque
agent anticancéreux sur le CHC car les essais de chimiothérapie IV menés dans la pathologie ne
sont pas contributifs.

En 1975, Olweny avait rapporté un taux de réponses objectives de 79% chez des patients
ougandais atteints de CHC traités par doxorubicine par voie IV a la dose de 75 mg/m2 toutes les 3
semaines [ Ol weny 1975]. Lédent housi asme fut cependant
qui ont par la suite testé la molécule toujours par voie IV chez des patients atteints ddun CHC avanc®
ont rapporté des toxicités et un taux de réponse objective global de 18% s u r | 6ens@&3¥bl e des
patients inclus dans ces 16 essais [Burroughs 2004]. Parallelement, 42 essais de phase Il de
chimiothérapie IV publiés au 1% juillet 2011, ont testt chez des patients atteints
résécable ou avancé ddautres agent sn monothdrapia n ars@mice (n=4), amsacrine
(n=3), bevacizumab (n=1), cetuximab (n=1), cisplatine (n=2), doxifluridine (n=1), édatrexate (n=1),
épirubicine (n=2), étoposide (n=2), 5-FU (n=7), gemcitabine (n=4), ifosfamide (n=1), irinotécan (n=1),
mitoxantrone (n=5), nolatrexed (n=1), oxaliplatine (n=1), paclitaxel (n=1), raltitrexed (n=1), SB-715992
(n=1), SMANCS (n=1), topotécan (n=1), trimetrexate (n=1), tégafur ( n=1) et vi nd®si ne ( n=
essais de phase Il ont testé des polychimiothérapies par voie IV. Enfin, des essais randomisés de

phase Il testant des mono- et des polychimiothérapies par voie IV ont également été réalisés chez
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des patients présentant un CHC non résécable. Toutes ces études sont globalement négatives
qguel que soit | 6agent anticanc®reux utilis®

Parmi toute cette littérature, une ®quipe de 16l nstitut Gustave F
phase Il positif en termes de survie avec la bichimiothérapie IV gemcitabine-oxaliplatine (GemOx)
chez des pati ent fvold [toeafi 2007} Celtedaquipe Gardt@e présenter en 2011 au
congres de IASCO, les résultats obtenus avec cette stratégie de traitement chez 200 patients atteints
ddé u @HC évolué [Williet 2011]. Avec 10% des patients ayant pu bénéficier aprés les cures de
chimiothérapied 6un traitement p,desautetrs de teltravaileantinueatue caotrei eh
cette chimiothérapie IV. En pratique, la chimiothérapie IV chez des patients atteints de CHC avancés
esttréesr ar ement r®al i s®e en de h &En Branckfle Bhésaurus Natioma®dea peut i q
Cancérologie Digestive mis a jour en septembre 2010 mentionne au sujet de la chimiothérapie IV des
CHC évolués : « Malgré la constatation de réponses tumorales avec les chimiothérapies systémiques,
aucune ®tude de phase |11 néa d®montr® | eur ef ficaci
référence pour le traitement du CHC évolué, ce type de traitement ne devant étre prescrit que dans le
cadre d'essais thérapeutiques » [TNCD 2010]. Au niveau international, la chimiothérapie IV chez les
patients atteints dobéun CHC non peu®@BicAa &thtdxiqgue posirtles cons i d @

patients » [Bruix 2009].

Cinquiéemement, i | est i mpossi bl eicadté anttommorake dé chaqud agent f
anticancéreux sur le CHC c ar aucune ®tude pharmacol ogique pr ®cl
question.

Les seules études de pharmacologie préclinique ayant testé la cytotoxicité in vitro d 6agent s
anticancéreux sur des lignées de CHC présentent selon nous de nombreuses limites : les molécules
testées sont peu nombreuses, les lignées humaines de CHC testées sont également peu nombreuses
et |l es dur ®es doexposi tantioancérdug dansaceslétuded de séleciansontargse nt s

longues au regard de la courte durée de contact in vivo [Mok 2006, Chuu 2007, Chunhu 2008].

En résumé, i | nbexi ste " ce jour aucun argument gui
l 6utilisation d®uruagentutant iguadmuan aut r.da dowbicind a CHE
est | 6agent anticanc®reux | e plus wuti]led4®essaide des &
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chimiothérapie 1V a avoir montré quelques réponses objectives chez des patients présentant un CHC

avancé avait utilisé la doxorubicine en 1975 [Olweny 1975].
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2.Travaux sur | 6optimisatiopourde | G

la CHE des CHC : étude de sélection in vitro

Article n°1:
Boulin M, Guiu S, Chauffert B, Aho LS, Cercueil JP, Ghiringhelli F, Krause D, Fagnoni P, Hillon P,
Bedenne L, Guiu B. Screening of anticancer drugs for chemoembolization of hepatocellular

carcinoma. Anticancer. Drugs., 2011, 22, 741-748.

2. 1. Rationnel et objectif de | 6®tude

Al ors qubdactuell ement | eGHCtporte qumsi exclgsivemehtaur@HE de's
vectorisation de la chimiothérapie po ur augmenter | 6efficacit® de |l a p
| 6hypot h  se qguobi l faudrait d®j ~ conna’tre | 6agent F
procédure. Aucun argument ne permetdoncde r ecommander | 6utilisation doé:i

plut®t qudun autre lpboalj dcat iCFHEd ed erso tOHC.®t wdmiles st donc
agents anticancéreux le meilleur candidat pour la CHE des CHC. Suite aux points discutés
précédemment (1. Problématique), l e seul moyen de conna’ tre | dagent
pour la CHE des CHC est donc de réaliser une étude pharmacologique préclinique. En effet, une

étude comparative de la cytotoxicité in vitro de plusieurs agents anticancéreux est la seule a pouvoir

répondre a la question dans la mesure ou les effets cytotoxiques observésau cours ddune te
étudesont wuniquement d3¥%s 7  Isdnsigfleemde deafacteurscda 1 cousienusx

| i ®s aux modal fioh @sla @QHE gdrmxemples Da @us, les expériences menées a

| 6i denti qgue e tacompanaisdn tiecie®esagents anticancéreux est possible.

2.2. Matériel et méthodes

Lignées cellulaires

Nous avons travaillé sur trois lignées humaines de CHC HepG2, SNU-398 et SNU-449
achetées auprées de |l 6 Ameri can Type Cul tur e Co(Fidure 2l).iLalgnéd Manas s ¢
HepG2 i s s uua patliedt caucasien de 15 ans avant chimiothérapie [Park 1995, ATCC 2008], est la

lignée humaine de CHC la plus utilisée au monde ; elle constitue notre lignée de référence. La lignée
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SNU-398 a été obtenue chez un homme asiatique de 42 ans précedemment traité par CHE lipiodolée
avec mitomycine C et doxorubicine [ATCC 2008]. Elle constitue un modeéle de cellules prétraitées
avec la doxorubicine. La lignée SNU-449 a été obtenue chez un homme asiatique de 52 ans avant

traitement. Sa caractéristique principale est sa résistance connue a de nombreux agents

anticancéreux [Park 1994, ATCC 2008].

Figure 21. Photographies microscopiques des lignées humaines de CHC HepG2, SNU-398
et SNU-449

Agents anticancéreux

Pour effectuer la sélection la plus large possible, nous avons utilisé 11 agents anticancéreux.
Nous avons testé les molécules habituellement utilisées pour la CHE des CHC : doxorubicine,
cisplatine, épirubicine, mitoxantrone, mitomycine C, carboplatine et 5-fluorouracile [Marelli 2007].
Nous avons ®gal ement c¢h®icwil ede atvest are sd dre®ectarnd ss mmas! d o
pour les raisons suivantes: | 6 i dar ubi ci ne énétrationdépatigus supéeeurs aux qutres
anthracyclines [Broggini 1984] et sa capacité a surmonter les phénomenes de résistance multidrogue
(MDR) dans des lignées cellulaires de myélome multiple [Roovers 1999]; le paclitaxel pour tester un
taxane et parce que la moléculeapr ouv® qudelle ®tait plus cytotoxique
histocultures de CHC [Chuu 2007]; la gemcitabine e t | Gatne aal ey tombinaison largement
testé en oncologie depuis de nombreuses années a montré son intérét par voie IV chez les patients

atteints doéuloualC29@]. ®v ol u® |
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Protocole expérimental

Nous avons réalisé une étude de cytotoxicité selon un protocole classique avec évaluation de
la survie cellulaire par une technique colorimétrique. Les cellules ont été exposées 30 minutes a 11

concentrations de chacun des agents anticancéreux.

La durée ddexposiétéifimée a 30 mn en sOinspirudntat desder @sd6 ®t |
pharmacocinétique de Varela, qui a montré que le pic de relargage systémique de la doxorubicine se
situait 20 a 40 minutes apres la CHE, quelle que soit la procédure, lipiodolée ou avec des
mi crosph res {varela200y]. Noseaobjectf gtait de se rapprocher le plus possible des
conditions invivoau cour €HEd@oncereant! e temps ddexposition3 notre
études ayant étudié la cytotoxicité in vitro de différents agents anticancéreux sur des lignées de CHC.
Ces ®tudes ont test ® lahguss, dé Ghr a&2dhs[Molt 2086¢ Phos20G7,i Chunhu
2008]. Non seulement elles ont testt peu d6agent s anti canc®rdansia mgme au max
étude) sur peu de lignées celluaires de CHC (3 au maximum), mais leurs auteurs ont uniquement
calculé des ICs, (concentration de | agent anticancéreux permettant de détruire 50% des cellules). Ce
parameétre parait peu approprié dans le cas de la CHE, dontle butdut r ai t ement est déobt
réponse compléte aprés une seule voire 2 séances. Le paramétre ICoo (Cc oncentration de |
anticancéreux qui permet de détruire 90% des cellules) parait plus approprié pour sélectionner un

agent anticancéreux dans cette indication.

Afin de pouvoir comparer des molécules avec des concentrations efficaces différentes, nous
avons calculé pour chaque agent anticancéreux sur chaque lignée, un index de cytotoxicité. Ce
parametre, défini comme le ratio de la concentration maximale de la molécule sur son ICy, permet de
compar er |sGagents anticanté®uxdje vont par ailleurs étre rapidement dilués dans le flux
artériel hépatique aprés 16 i nj ele$ pacamétres ICy, et index de cytotoxicité ainsi que leurs

intervalles de confiance ont été estimés a partir de modeles de régression non linéaires.

2.3. Résultats

Les cytotoxicités observées étaientt r s v ar iagebtlaicancdrédux™n | 6 a pourure et
agent anticancéreux donné ddune | i gn®zett el Ma®AURTO.g®N®i t Agedsans | 6a

anticancéreux semble logique au regard des résultats obtenus dans la pratique quotidienne : les taux
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de réponse objective (partielle et compléte selon les criteres EASL) aprés CHE varient globalement

entre 30 et 70% en fonction des études [Forner 2010]. L6 i darabt cl bagemeuxleapius i canc®
cytotoxique sur les 3 lignées cellulaires. Sur la lignée SNU-398,16 i nde x de dcey tlob&iodxa rcu bti®c i
est 2-, 3-, 57- et > 148 fois supérieur aux index de cytotoxicité de la mitoxantrone, d e pirubi@ne, de

la doxorubicine et des autres agents anticancéreux, respectivement. Sur la lignée HepG2,| 6i ndex de
cytotoxicitt d e | 6 i d ast 2irh 28¢ bln & > 1343 fois supérieur aux index de cytotoxicité de la
doxorubicine, de |1 6®pirubicine, de Ilémux,mEsgedivement r one et
Sur la lignée résistante SNU-449,16 i ndex de ey tlod iokastc2iH éd4 foisesupérieur

aux index de cytotoxicité du paclitaxel et de la gemcitabine, respectivement, les deux seuls autres

agents anticancéreux atteigna n t o lsub det lignée.

2.4. Conclusion

Notre travail expérimental de sélection de 11 agents anticancéreux pour la CHE des CHC,
incluant les molécules les plus fréquemment utilisées en pratique cliniquead ®mont r ® que | 6i dar
était la molécule la plus cytotoxique in vitro sur 3 lignées humaines de CHC, notamment sur la lignée

résistante SNU-449. L6 ar t i cl e compldessousest pr ®sent® ci
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Screening of anticancer drugs for chemoembolization

of hepatocellular carcinoma

Mathieu Boulin®®, Séverine Guiu®', Bruno Chauffert®, Serge Aho®,
Jean-Pierre Cercueil®®, Francois Ghiringhellie’f, Denis Krause®,
Philippe Fagnoni®®, Patrick Hillon®®, Laurent Bedenne®® and Boris Guiu®*®

The aim of this study was to select the best candidate drug
for transarterial chemoembolization by in-vitro cytotoxic
evaluations of 11 anticancer drugs on three human
hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines. The SNU-398,
HepG2, and SNU-449 human HCC cell lines were
exposed for 30 min to 11 concentrations of doxorubicin,
epirubicin, idarubicin, mitoxantrone, carboplatin, cisplatin,
oxaliplatin, 5-fluorouracil, gemcitabine, mitomycin C, or
paclitaxel. Cytotoxicity was measured using a quantitative
colorimetric assay. For each drug and cell line, we
calculated the drug concentration that caused 90% cell
death (ICqp). To enable comparisons of drugs with different
concentration ranges, we computed the cytotoxic index
(C,.I) as the ratio of maximal drug concentration of more
than ICgo. Parameters were estimated using nonlinear
regression models. Idarubicin was the most active drug
on all three cell lines. With SNU-398 cells, the idarubicin
C,l was 2.4-fold, 2.5-fold, 57-fold, 148-fold, and more than
58 748-fold higher than the C,Is of mitoxantrone, epirubicin,
doxorubicin, gemcitabine, and other drugs, respectively.
With HepG2 cells, the idarubicin C,| was 27-fold, 28-fold,
51-fold, and more than 1343-fold higher than the C,Is

of doxorubicin, epirubicin, mitoxantrone, and other drugs,
respectively. On the resistant SNU-449 cell line, the
idarubicin C,l was 2.9-fold and 14-fold higher than the

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most
common malignancy and the third most common cause
of cancer-related death worldwide [1,2]. Only 30% of
patients can rececive potentially curative treatments
such as liver transplantartion, resection, or percutancous
ablation [3]. Among palliative treatments, transarterial
chemoembolization (TACE) has a central role. More
specifically, TACE is the mainstay of the treatment of
patients with intermediate-stage HCC (multinodular
asymptomatic tumors without vascular invasion or extra-
hepatic spread) [4].

Two randomized controlled trials (RCTs) and two merta-
analyses showed staristically significant survival gains
with TACE in patients with unresectable HCC, com-
pared with supportive care or systemic chemotherapy
[5-8]. TACE has a favorable long-term toxicity profile
[9], and has been used worldwide for several vyears.
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C,ls of paclitaxel and gemcitabine, respectively, the

only other drugs effective on this cell line. Among 11
chemotherapeutic agents including doxorubicin, cisplatin,
and epirubicin, the most effective on three HCC cell lines
was idarubicin. Further clinical investigations are needed
to evaluate the safety and efficacy of idarubicin for
transarterial chemoembolization in HCC. Anti-Cancer
Drugs 00:000-000 © 2011 Wolters Kluwer Health |
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However, the TACE procedure varies widely across
centers and interventional radiologists, especially regard-
ing anticancer drugs, doses, embolic agents, methods of
delivery, and schedules [10]. One of the key theorertic
advantages of TACE is tumor exposure to high concen-
trations of the chemotherapeutic agent. Therefore, the
choice of the drug is probably of major importance,
especially as HCC is considered one of the most resistant
tumors to pharmacological treatment [11]. Resistance
to anticancer drugs in HCC is, similar to in other
malignancies, partly related to multidrug resistance
(MDR), an intrinsic or acquired cross-resistance to a
variety of structurally and functionally unrelated drugs
[12]. MDR might be caused bv an increased ATP-
dependent efflux of drugs from within to outside the
cells, mediated by MDR proteins belonging to the ATP-
binding cassette transport family. In HCC cell lines,
resistance to doxorubicin and cisplatin, attributed to the
overexpression of MDR' proteins, has been previously

DOI: 10.1097/CAD.0b013e328346a0c5
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explored [13,14]. Doxorubicin and cisplatin are precisely
the most widely used drugs for TACE [10], but no
preclinical screening studies or RCTs have been pub-
lished to support their use rather than that of other
agents. Furthermore, in the literature on TACE, there is
no consensus about the best chemotherapeutic agent or
optimal treatment regimen [10] as survival rates vary
widely. Recently, many studies focused on drug-cluting
microspheres using doxorubicin [15-18], although load-
ing other drugs might be associated with greater
improvements in the treatment efficacy.

Therefore, we designed an in-vitro study to compare the
cytotoxicity of multiple anticancer drugs on human HCC
cell lines with the goal of selecting the best candidate for

TACE in HCC.

Materials and methods

Cell culture

SNU-398, HepG2, and SNU-449 human HCC cell lines
were purchased from the American Type Culwre
Collection (Manassas, Virginia, USA). They were all
derived from hepatitis B virus-induced tumors, even
though there is no evidence of a hepatitis B virus genome
in HepG2 cells [19]. The HepG2Z cell line was taken
before chemotherapy from a 15-year-old Caucasian boy.
It is widely used for in-vitro studies on HCC and
constitutes the standard cell line in our experiment. The
SNU-398 cell line was obtained from a 42-year Asian man
previously treated with TACE with ethiodized oil plus a
combination of doxorubicin and mitomycin C [19]. In
brief, the original tumor was single nodule with
perinodular extensions, and histologically a trabecular
type. SNU-398 cells were selected as the model of
doxorubicin- pretreated cells. The SNU-449 cell line was
taken before chemotherapy from a 52-year-old Asian man
[19]. SNU-449 cells were derived from a tumor with
predominantly compact histology. The main character-
istic of SNU-449 cells is their resistance to various
anticancer drugs [13].

The cell lines were cultured in a CO; incubator at 37°C
in RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgium) supplemented
with 10% fetal bovine serum. For experiments, cells were
detached with a mixture of trypsin (1 g/l) and EDTA
(0.4 g/1) in Hanks Balanced Saline Solution (Lonza).

Drugs and concentrations

We tested anthracyclines (doxorubicin, epirubicin, idar-
ubicin, and the related drug mitoxantrone), platinum
derivatives (carboplatin, cisplatin, and oxaliplatin), anti-
metabolites (5-fluorouracil and gemcitabine), the alkylat-
ing antibiotic mitomycin C, and the taxane paclitaxel. For
each drug, we chose the available form (solution or
powder) that produced the highest concentration. Five
drugs were used as solutions: mitoxantrone [Mitoxan-
tone (2mg/ml); Mylan, Canonsburg, Pennsylvania,

USA], carboplatin [Carboplatine (10 mg/ml); Mylan],
cisplatin [Cisplatine (1 mg/ml); Mylan], 5-fluorouracil
[Fluorouracile (50 mg/ml); Teva Classics, Petah Tikva,
Israel], and paclitaxel [Taxol (6 mg/ml); Bristol-Myers
Squibb, New York, USA]. Six drugs were used as powder
reconstituted in sterile water: doxorubicin (Doxorubicine;
Sanofi Aventis, Paris, France), epirubicin (Farmorubicine;
Pfizer), idarubicin (Zavedos; Pfizer), gemcitabine (Gem-
zar; Lilly, Indianapolis, Indiana, USA), oxaliplatin (Oxa-
liplatine; Mylan), and mitomycin C (Ametycine; Sanofi
Aventis).

For each drug, we prepared 11 concentrations from the
highest achievable concentration to the lowest concen-
tration obtained by 1:3" (w= 0-11) seral dilutions (i.e.
1; 1:3; 1:9-1:59049) in Ham’s F10 medium (Lonza).
For solutions, the highest concentration was that of the
undiluted solution. For powders, the highest concentra-
tion was the maximal reconstitution concentration recom-
mended by the manufacturers: 37 500 pg/ml for doxorubi-
cin, 2000 pg/ml for epirubicin, 1000 pg/ml for epirubicin,
40000 pg/ml for gemcitabine, 5000 pg/ml for oxaliplatin,
and 1000 pg/ml for mitomycin C.

Cytotoxicity assay

Cells were seeded onto 96-well tissue culture plates
(20000 cells/well) and cultured for 72 h until confluence.
After exposure to drugs at various concentrations for
30 min at 37°C, the cells were washed twice with Ham’s
F10 medium and incubated for 4 additional days in a
drug-free fresh culture medium. Cell survival was asses-
sed using a quantitative colorimetric assay as previously
described [20]. In brief, adherent surviving cells were
fixed with 200 pl of pure ethanol for 10 min and stained
with 1% crystal violet in distilled water for 5 min. Excess
dve was flushed out with water and cell-fixed dye was
then cluted using 33% acetic acid. The optical density
(OD) was read at 555-nm wavelength using an automartic
spectrophotometer (Asys Hitech GmbH, Vienna, Aus-
tria). Untreated cells were subjected to the same
experimental protocol without drug exposure and served
as controls (i.e. 100% survival). To maintain strict
comparability, all manipulations were carried out simul-
tancously by three operators who had 3, 4, and 3 vyears of
experience, respectively, with cell cultures and experi-
mental studies.

Data analysis

Each point of the concentration—survival curves was the
mean * standard deviation of the ratio of treated-cell
0D over corresponding control-cell OD, obtained from
triplicate measurements.

ICsp and 1Coy were defined as the drug concentrations
that caused 50 and 90% cell death, respecrively, compared
with the control. To determine ICs, and [Cgyq, 11 models
were assessed for each drug on each of the three cell
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lines. The initial model was chosen based on the shape of
the concentration—survival curves. It was then compared
with the following models: logistic models (3-5 para-
meters), log logistic models (2=5 parameters), and four
Weibull models (depending on the number of para-
meters) [21]. The Gompertz model, which resembles the
Weibull model, was not tested. The final model was
selected based on the Akaike’s information criterion and
of residual wvariance. 1Cs,, [Cy), and their standard
deviations were calculated using the best model. In this
model, 95% confidence intervals (95% Cls) of [Cqy were

estimated using the & method.

We also computed the cytotoxic index (C,lI) as the ratio
of maximal drug concentration over 1Cq for each drug
and each cell line. As an example, a C,I of 100 indicates
that the drug kills 90% of the cells even when diluted
(1:100).

All models were estimated by nonlinear least squares
regression. Computations were performed using the Stata
10 software (StataCorp, College Station, Texas, USA) and
the R 2.10 software (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria).

Results

Cytotoxicity curves, ICsp, and ICgp

Cell survival was plotted according to the drug concen-
tration (Fig. 1). ICsy and 1Cy, values are reported in
Table 1. The SNU-449 cell line was the most resistant
to anthracyclines (ICs, not achieved for doxorubicin,
epirubicin, or the related drug mitoxantrone), except
idarubicin, which was nevertheless less active on SNU-
449 than on the other two cell lines. SNU-449 cells
showed incomplete sensitivity to platinum dernvatives,
even at the highest concentration (ICg, not reached).
Apart from idarubicin, the most active agents on SNU-
449 cells were paclitaxel and gemcitabine, which were
completely cvrotoxic in high concentrations. In contrase,
anthracyclines and mitoxantrone were active in low
concentrations on SNU-398 and HepG2 cells. The
HepG2 cell line was the most sensitive to platinum
derivatives and mitomycin C. SNU-398 was the most
sensitive cell line to gemcitabine. 5-Fluorouracil was
almost inactive on the three cell lines, except when
undiluted.

Finally, idarubicin was the only drug that was active in
relatively low concentrations on the three HCC cell lines.
The idarubicin 1Cqy was 9.9 = 1.0 pg/ml for the resistant
SNU-449 cell line and was already achieved at the lowest
concentration (0.017 pg/ml) for the SNU-398 and HepG2

cell lines.

Cytotoxic index

Cyrotoxicities with the various drug—cell line combina-
tions were readily compared based on the Cyl (Table 2).
Idarubicin was the only drug for which all three C,Is were

greater than 1 and had the highest CyI for each cell
line. With SNU-398, the idarubicin CyI was 2.4-fold
(80900/33438) higher than that of mitoxantrone, 2.5-
fold (80900/32102) higher than that of epirubicin, 57-fold
(80900/1412) higher than that of doxorubicin, 148-fold
(80900/548) higher than that of gemcitabine, and more
than 58748-fold higher than that of the other drugs.
With HepG2, the idarubicin C,I was 27-fold (68488/
2574) higher than that of doxorubicin, 28-fold (68488/
2421) higher than that of epirubicin, 51-fold (68 488/1340)
higher than that of mitoxantrone, 1343-fold (68 488/51)
higher than that of mitomycin C, and more than 5205-
fold higher than that of the other drugs. With the
resistant SNU-449 cell line, only two other drugs,
paclitaxel and gemcitabine, had Cyls greater than 1.
The idarubicin C,I with these cells was 2.9-fold (101/35)
higher than that of paclitaxel and 14-fold (101/7) higher

than that of gemcitabine.

Discussion

A recent systematic review of chemotherapeutic regi-
mens in 52 studies of TACE showed that the most widely
used anticancer drugs were doxorubicin (36%), cisplatin
(31%), cpirubicin (12%), mitoxantrone (8%), and mito-
mycin C (8%) [10]. Carboplatin and 5-fluorouracil are
used as well [10]. This review did not suggest that one
drug might be superior over the others. The optimal drug
for TACE in HCC remains unclear, for several reasons.
First, to our knowledge, no preclinical screening study has
compared the efficacy of the drugs currentdy used for
TACE in HCC. Second, although systemic chemotherapy
has been extensively investigated over the past 30 years
in patients with unresectable HCC, it is widely con-
sidered ineffective, regardless of the drug used [3,11].
Third, the considerable heterogeneity in the design of
TACE RCTs regarding patients’ characteristics, proce-
dure modalities, embolizing agents, methods of delivery,
doses of anticancer drug(s), and control arms, is a major
obstacle to comparisons of drugs used in these studies.
Finally, even if two TACE RCTs have specifically com-
pared the efficacy of two drugs (doxorubicin and epi-
rubicin) injected under the same conditions, they failed
to demonstrate significant survival difference berween
them [22,23]. Therefore, we designed this intrinsically
unbiased in-vitro study, in which observed cytotoxic
effects were related only to the drugs, with no influence
of confounding factors such as administration modalities.
Moreover, the identical and simultancous experimental
conditions allowed reliable comparisons of the chemo-
therapeutic agents.

Few studies [24-26] have evaluated the cytotoxicity of
anticancer agents on HCC cell lines, and none screened
more than four agents. Their results are not relevant to
TACE in HCC, for several reasons. First, the drugs
commonly used for TACE were not tested in these
studies. Second, the main calculated parameter was 1Cs,
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although 50% cytotoxicity is probably not relevant to the
goal of achieving a complete response after one or a
few TACE sessions. Finally, HCC cell lines were exposed
to the drugs for 3-96h [24-26], whercas Varcla e @l
[15] recently showed that doxorubicin release into
the systemic circulation peaked only 20-40min after
the injection, whether TACE was performed using the

conventional procedure or the DC Bead (Biocompatibles,

Surrey, UK).

In our preclinical study, we tested a large variety of drugs
with different action mechanisms. We selected not only
the drugs commonly used for TACE of HCC [10] burt also
other anticancer agents for the following reasons:
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Fig. 1 (continued)
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Comparative cytotoxicity of (a) doxorubicin, (b) epirubicin, (c) idarubicin, (d) mitoxantrone, (e) carboplatin, (f) cisplatin, (g) oxaliplatin, (h) 5-
fluorouracil, (i) gemcitabine, (j) mitomycin C, and (k) paclitaxel on SNU-398, HepG2, and SNU-449 hepatocellular carcinoma cell lines. Cells were
exposed to 11 concentrations of each drug for 30 min, and cytotoxicity was measured by a quantitative colorimetric assay as described in Materials
and methods section. Cell survival was expressed as a percent of control-untreated cells. Each point was the mean + standard deviation obtained
from triplicate measurements.
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Table 1 ICsp and ICgq of 11 drugs on the SNU-398, HepG2, and SNU-449 HCC cell lines

SNU-398 HepG2 SNU-449
Drug 1Cg0 ICqq 1Csq ICqq ICs0 1Can
Doxorubicin 6.210.1 2713 0.00005 +0.00009 15123 NA NA
Epirubicin 0.022+0.002 0.062+0.007 0.019+0.002 0.82+0.21 NA NA
Idarubicin 0.008+0.0003 0.012+0.001 0.009 +£0.0002 0.014+£0.001 0.019+0.004 9.9+1.0
Mitoxantrone 0.021+0.006 0.060+0.020 0.047+0.011 16109 NA NA
Carboplatin 58901524 765651541 649134 1539+179 2261192 NA
Cisplatin NA NA 126+5 282+10 16619 NA
Oxaliplatin 37611457 NA 104+6 380+34 1043150 NA
5-Fluorouracil 2935117813 363097827 353691242 NA 38664+ 1580 NA
Gemgitabine 0.0006 +0.002 73177 185411005 NA 662+ 207 56681317
Mitomycin C 606186 804+159 6.1+0.4 1941 NA NA
Paclitaxel 0.66+0.40 NA 206+142 NA 38115 1718

ICsp and ICyo were defined as the drug concentrations associated with 50 and 90% cell death, respectively. Data are the mean + standard deviation. Values (in pg/ml)
were calculated from the transformation of concentration—survival curves using nonlinear regression models as described in the Materials and methods section.
HCC, hepatocellular carcinoma; I1C5, and ICgq, 50 and 90% cell death; NA, not achieved.

Table 2 Cytotoxic indexes of 11 drugs on SNU-398, HepG2, and SNU-449 HCC cell lines

Drug SNU-398 HepG2 SNU-449
Doxorubicin 1412 (1155-1815) 2574 (584-NC) ND
Epirubicin 32102 (25806-42 485) 2421 (1568-5309) ND
Idarubicin 80900 (68 027-99 602) 68488 (60 240-70063) 101 (83-129)
Mitoxantrone 33438 (19980-102364) 1340 (561-6536) ND
Carboplatin 1.3 (1.2-1.6) 6.5 (5.1-8.9) ND
Cisplatin ND 3.6 (3.3-3.8) ND
Oxaliplatin ND 13 (11-17) ND
5-Fluorouracil 1.4 (1.0-2.5) ND ND
Gemcitabine 548 (172-NC) ND 7 (3-27)
Mitomycin C 1.2 (1.0-2.2) 51 (44-61) ND
Paclitaxel ND ND 35 (18-69)

Data are cytotoxic indexes (Cyls), with 85% confidence intervals in parentheses. Cyl is the ratio of the maximal drug concentration over corresponding 1Cgo.
HCC, hepatocellular carcinoma; ICsq and 1Cg,, 50 and 90% cell death; NC, not calculable (ICg, 95% confidence interval lower boundary=0); ND, not determined (ICgq

not achieved).

idarubicin because of its high hepatic penetration
compared with other anthracyclines [27], and its ability
to overcome glycoprotein (PgP)-related MDR [28];
paclitaxel, to test one microtubule-stabilizing taxane,
and because this drug has proved to be more potent than
doxorubicin in terms of antiproliferative activity and in
the induction of cell death in histocultures of HCC [25];
and gemcitabine and oxaliplatin because the combination
of the two drugs, widely tested in oncology during the
past years, has also demonstrated its interest when
administered by the intravenous route in patients with

advanced HCC [29].

We determined not only ICsy but also 1Cg, to identify the
most potent agents, and we treated the cells for only
30 min to take into account the short drug-residence time
in the liver and for a more strict selection of the most
cytotoxic drug. Finally, we calculated C,I to approach in-
vivo conditions, as objectively comparing efficacy across
drugs having different concentrations is challenging. The
Gy, which reflects the highest dilution having 90%
cytotoxicity, is useful for comparing drugs expected to
undergo gradual dilution in the hepartic arterial blood flow
during TACE.

One of our most striking findings concerns doxorubicin.
Although doxorubicin is the most widely used drug
worldwide for TACE in HCC [10], it fell far short of
being the most effective drug in our study. Interestingly,
we found considerable heterogeneity in the drug activity
across cell lines, although all three cell lines tested were
induced by viral infection [19]. This heterogeneity may
partly be explained by the short 30-min exposure time in
our experiment. With longer exposure time, cytotoxicity
would probably be higher for some drugs, especially
those with a known time-dependent activity. As an
example, it has been demonstrated that gemcitabine
significantly inhibits the growth of HCC cells (HepG2,
Hep3B, HLE and PLC/PRF/5) in a dose-dependent and
time-dependent manner [30]. Moreover, the investiga-
tors of this study have shown that gemcitabine inhibits
the growth of these cells by cell cycle arrest without
apoptosis and that the ERK/Chk1/2 signaling pathway
was in part responsible for the resistance to the drug [30].
In our experiment, the HepG2 cell line was effectively
resistant to gemcitabine (1Cqy not achieved).

"This variability in cell sensitivity to anticancer agents may
help explaining that partial response is reported in up to
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62% of patients treated with TACE [10], and that
corresponding median survivals rarely exceed 2 vears [8].
To increase the probability of a complete response, the
drug used for TACE in HCC must have high cytotoxicity
at low concentrations. The only drug that met this
criterion with all three cell lines in our screening study
was idarubicin, which had high Cls (101-80900).
The superiority of idarubicin in terms of cytotoxicity
was observed most notably on the SNU-449 cell line,
which we selected for its known resistance to various
chemotherapeutic agents [13]. The SNU-449 cell line
was cffectively the most resistant cell line in our
experiment.

Idarubicin is an anthracycline that is widely used to treat
acute leukemia [31]. It is administered through the
intravenous route, for which the dose-limiting toxicity is
hematological toxicity, manifesting chiefly as neutropenia
[32]. Idarubicin has never been used through the intra-
arterial route but has been rtested orally in 45 patients
with cirrhosis and unresectable HCC who received 5 mg
dose daily for 21-day periods separated by 7-day intervals
[33]. With a median number of four treatment periods
(1-14) and a median time to progression of 4 months (2—
17), the investigators concluded that idarubicin was safe
and active in patients with cirrhosis. In addition to its
powerful cytotoxic effect, other advantages of idarubicin
for TACE in HCC may include an ability to overcome
MDR. MDR is mainly attributed to the action of two
proteins, the 170-kDa Pgp and the 190-kDa MDR-
associated protein (MRP1), which pump drugs out of
MDR cells [34-36]. Although Pgp-mediated and MRP1-
mediated anthracycline efflux may not differ considerably
across drugs, drug-uptake kinetics varies widely [37].
Thus, an enhanced uptake of a lipophilic drug such as
idarubicin [38] leads to high intracellular concentrations,
which are necessary to achieve cytotoxicity against MDR
cells. Thus, idarubicin was more effective i vitro than
other anthracyclines on MDR leukemia cell lines [28,39].
This property of idarubicin is of major importance, as
MDRI and MRPI genes, and their products, Pgp and
MRP1, are intrinsically expressed by HCC cells [14,40].
Known Pgp overexpression in SNU-449 cells [13,24] may
explain the high resistance to anthracyclines (except
idarubicin) that we observed in our experiment. This
finding is in line with the results of Park ez @/ [13], which
showed a close association between MDRI gene expres-
sion in nine HCC cell lines and their resistance to
doxorubicin. Moreover, high MRP1 gene expression in
HCC is associated with a growth advantage and a more
aggressive phenotype by pumping toxic substances out of
the tumor cells [40]. Finally, another interesting property
of idarubicin is its ability to be loaded in microspheres.
The positively charged protonated amine group of
idarubicin hydrochloride can interact with the negatively
charged sulfonate of the microspheres, as occurs with
doxorubicin hydrochloride as well.

Our study has several limitations. First, for technical
reasons and to keep the experimental conditions strictly
identical for all drugs, we limited the number of cell lines
to three and the number of drugs to 11. Second, we used
HCC cell lines of viral origin only, as no HCC cell lines
related to alcohol abuse are available. Consequently, our
results need to be confirmed in HCC related to alcohol
abuse. We studied cytotoxicity after exposure to a single
drug. The cytotoxic effect may be greater when several
drugs are used, including molecular-targeted therapies.
Given the large number of possible combinations, our
screening study may be of assistance for designing in-
vestigations of combined therapies. Finally, our study was
not designed to explore the mechanisms, which could
explain the highest cytotoxicity of idarubicin.

In conclusion, our experimental screening study of 11
chemotherapeutic agents including the most commonly
used drugs for TACE (doxorubicin, cisplatin, and
cpirubicin) demonstrated that idarubicin was the most
effective drug in witro, especially on the resistant SNU-
449 cell line. On the basis of this encouraging result, a
dose-cscalation phase | trial of TACE in patients with
unresectable HCC is ongoing with idarubicin-loaded
microspheres.
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Chapitre 2

Le vecteur pour la CHE des CHC
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1. Problématique

Outrela question de | 6dagent anticanc®reux pour | a C
plus approprié pour la procédure reste entiere [Raoul 2011]. Si le lipiodola ®t ® j usqled”™ pr ®s
vecteur le plus utilisé au niveau mondial pour la CHE des CHC, il a tendance a étre supplanté par les

mi crosph res doéembolisation.

1.1. Problématique du lipiodol

Léutilisation du I ipiodol c o mpar lav@HE tdes\CHC este | 6 age
critiquée pour les raisons suivantes.

Premieérement, le mélange dé une s ol wetise oomterarnt de la doxorubicine, agent
anticancéreux le plus utilisé pour la CHE des CHC et du lipiodol,n 6 est pas stabl e

Ce mélange forme une émulsion, se séparant en 2 phases distinctes en quelques minutes car
la doxorubicine est peu lipophile [Heresbach 1989, Konno 1990, Favoulet 2001]. Une étude

américaine a montré que la doxorubicine émulsionnée avec du lipiodol apparaissait dans un dialysat a

la m°me vitesse que |l a mol ®cul e seul e, d®montrant | 6:
de contraste [Struk 1993]. Ainsil or s de | &6injection, |l a phase aqueuse
serait rapidement « emportée » dans le flux artériel hépatique hor s de | & caparignde . L
vectorisation du lipiodol serait donc limitée pour la doxorubicine et i | néy aurait pas de
prolong®e de | dagent anticanc®reux dans | a microvascu
Deuxi mement, |l es ®t udes cliniques ont confir

vraisemblablement pas un vecteur approprié pour la doxorubicine dans le cadre de la CHE des
CHC.

Une étude clinigue ayant comparé la survie de patients atteints de CHC traités par
chimiothérapies IA & base de doxorubicine et de lipiodol ou par des chimiothérapies IV de
doxorubicine nbéa rappor ts@ graupes {(Kalayci 1990]. Lfe® aueemrcde cettent r e | e
étude ont également étudié les caractéristiques pharmacocinétiques (Cax €t AUC) de la doxorubicine
en fonction des modalit®s déadministration de | a mol

dedi ff ®rence, ils concluaient gue |l e lipiodol né®t ait
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doxorubicine [Johnson 1991]. En mesurant les concentrations systémiques de doxorubicine aprés une
CHE 1|l ipiodol ®e, Varel a a pl ue majdté denendexorubicinecinmjectée® q u 6 un
au cours de la CHE se retrouvait dans la circulation générale dans les 30 premiéres minutes suivant le

geste [Varela 2007].

Troisiememe n t |l e mode de pr ®par at i orparded mndidog@smul si on
est peu reproductible.

La méthode la plus répandue, dite par « pompage » ou « pumping method » consiste en des

passages successifs (environ wune dizaine) de | 6®mul s
voies. Et ant donn® | a fai bl e obténaeb ilel ratiglogued &8 prEépar®@ mul s i on
extemporanémen t , j ust e a vHIedst trés&dibrementcreproductible car en fonction des

centres voire des radiol ogues i rfatdese, Vaguanhtitéae lipiedols , | 6ag

la technique de préparation (eau dans huile, huile dans eau, hombre et rapidité des passages de
| 6®mul sion entre |l es seringues) varient | aimjegtéeme nt . A

sont tres différentes.

Quatriemement, tous les CHC ne retiennent pas le lipiodol.

Si une des cararactéristiques démontrées du lipiodol est sa propriété a se maintenir au
contact du tissu tumoral et péritumoral hépatique plusieurs semaines voire plusieurs mois, il a
cependant ®t eRviran d/4 tes ®HCona @tenaient pas le produit [Raoul 1988, Lee 2002,

Ebied 2003, Guiu2009]s ans que | Oesactemelt posirguoih e

Cinquiememe nt , |l e | i piodol nbest pas d®nu® dobéeffets i
La CHE lipiodolée est une procédure non dénuée de risque. Les données de 37 essais

cliniques de CHE lipiodolée pour CHC ayant inclus 2858 patients ont rapporté une mortalité liée a la

procédure (définie dans les 3 semaines apres le geste) de 2,4% [Marelli 2007]. La mortalité variait de

0 a 9,5% selon les études. A cbté de cette toxicité générale de la CHE lipiodolée, la toxicité hépatique

et biliaire spécifique du lipiodol est connue et décrite depuis de nombreuses années [Chung 1996, Yu

2002]. Par ailleurs, une fraction importante de la dose injectée au cours des CHE (jusqué& 50%) peut

étre retrouvée dans le poumon [Raoul 1988, de Baere 1995], avec un risque d&mbolie pulmonaire

pour le patient [Czauderna 2005, Shiah 2005]. Dans notre propre expérience, la survenue de



guelques cas de toxicités pulmonaires de grade 3 (par exemple un cas d 6 hypoxi e

88 %

n®cessit® une oXxyg®not h®r api e de 24 heures pour I

LIPIOAMIO) nous a amené a diminuer il y a quelques années le volume de lipiodol utilisé dans les

émulsions de 20 ml a 10 ml.

Sixiemement,les agent s d o6 aevhno étre stididtés loreades CHE lipiodolées en
raison du faible pouvoir emboligéne du produit de contraste, ont eux aussi leurs

inconvénients.

Les particules de mousse de gélatine s o n't |l es agents dbdédembolentsati on

utilisées. Elles datent des années 1960 et sont toujours commercialisées sous forme de plaquettes,
de poudre séche (Spongel®, Gelfoam®, Curaspon®) (Tableau VI). Les plaques découpées au ciseau

par le radiologue interventionnel j ust e av a n tonnénbd des pariculesi de formd et de taille

irréeguliéres, variant de 500 4 2000 em, rendantlec i bl age de | 6occlusion diffici

Les particules de PVA ont été commercialisées au milieu des années 1970 et n@nt
pratiquement pas évolué depuis (lvalon®, Trufill®, Contour®) (Tableau VI). Elles sont hydrophobes
plutét qudnydrophiles, ce qui rend parfois difficile leur mise en suspension dans des solutions
injectables, et favorise la f or mat i on d patguled cCast agrégats peuvent entrainer des
blocages dans la lumiere du cathéter. L&xamen histologique a également révélé que les agglomérats
de particules produisent des occlusions de vaisseaux dont la taille peut étre 5 a 10 fois supérieure au

diametre vasculaire ciblé avec le calibre annoncé [Pelage 2002].

En résumé, mal gr ® | 6absence de donn®es pertinentes

lipiodol comme vecteur pour la CHE, celui-ci reste largement utilisé, principalement car les 2
essais de phase |11 randomi s®s ay ahezdesip&tieots dtteir®s

de CHC avaient utilisé le lipiodol comme vecteur.
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1.2. Problématique des microsphéres d 6 e mb o | icsaagtes o0 n

Si les microsphéres d 6 e mb o | dharggds iord prouvé leur avantage pharmacocinétique par

rapport au lipiodol, tendant donc a supplanter celui-ci, elles présentent cependant elles aussi des

limites dans leurs fonctions devecteurde | 6 agent @outla GHE des GHCe u X
Premiérement, la CHE avec microsphéresd 6 embol i sati odacpasgPeduv®
j our ellgétadt plus efficace que la CHE lipiodolée chez | es patients detteints

stade intermédiaire B.

Le seul essai randomi s® ayant compar® | es deux pr
de la CHE avec microsphéres par rapport a une CHE lipiodolée [Lammer 2010]. Par ailleurs, il est
attendu pour réellementc o mpar er | es deux proc®dures doé®valuer | a
seulement le taux de réponse comme celaa étéfatdans | des s ai Preci sletaux V [ Lan
de réponse aprés CHE étant par ailleurs difficlement évaluable avec les criteres d 6 ®val uati on EA:¢
[Bruix 2001] et mMRECIST [Lencioni 2010] en vigueur.

Deuxi mement, | 6utili sadibembaleiss aniicommntiblieaar g®e s
standardiser la procédure de CHE mais en pratique, il persiste une grande disparité dans les
solutions injectées.

La mise °© di spost i on endparse résdlucqueols préblémeeds veotéun
Toutes les autres questions sur la procédure restent inchangées notamment celle d e | 6agen
anticancéreux. En conséquence, il subsiste une hétérogénéité majeure dans la procédure de CHE.
Les radiologues interventionnels utilisent déja actuellement les microsphéres chargées pour la CHE
des CHC avec 3 agents anticancéreux différents, doxorubicine, épirubicine et cisplatine. Il est attendu
que dbdébautres agents anticanc®reux soient charg®s dan
traitement des m®t astases h®patiqgues des cancers <col
déja été chargées avec de | 6i ri not ®can et de |1 6doxal i plpouriunee . De p
méme molécule continuent de varier (doses fixes, doses adaptées a la bilirubinémie des patients). La
taille (entre 100 et 900pm) et la quantité de microsphéres chargées (1 ou 2 flacons d 8 Hepa Spher e E
ou de DC) BeadiEent en fonction des centres et des radi

charg®es pour compl ®t er I 6 e mb o é pas eettain® radiolegues.fPoun  de CHI
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illustrer ce point, le traitement proposé aux patients du bras microsphéresde | 6 ess ai Precisioa
parlant : le radiologue devait injecter une dose de doxorubicine calculée en fonction de la bilirubinémie
des patients (comprise entre 50 et 150mg), avec la moitié de la dose chargée avec 2 ml (I Gu@alent
d Dflacon) de DC BeadE de taille 300-500um injectée avant la seconde moitié de la dose chargée

dans 2 ml (1 flacon) de DC B e ald tkille 700-900um [Lammer 2010].

Troisiemement, la taille des microsphéres est parfaitement calibrée mais on ne sait pas
guelle taille est la plus adaptée pour la CHE des CHC.

1 néexiste quasi ment pas de donn®es dans | a | it/
dans le flux sanguin artériel hépatique apres injection. La seule étude publiée date des années 1980.
Elle a montré g u 6 © ¢ hfarecptioe artérielle, les microsphéres se distribuent proportionnellement
au flux dans chaque artére si leur diametre est > 30 fois celui des microspheres [Ofjord 1983]. Si le
diam tre de | dart re est < 3 e6ciirbnopréseremtielément dadselasplusni cr os pt
grosse branche. Cet t e ®t ude sugg r e «séeaidté »gdasdmictospleeres pour &&s u n e
gros vai sseaux et qubden | 6 dec wilier 306-500puen sd distribueni cr os p h”
préférentiellement dans les vaisseaux de diamétre 9-15 mm, et que les microsphéres de taille 100-
300 pum se distribuent préférentiellement dans les vaisseaux de diamétre 3-9 mm [Ofjord 1983]. On
peut supposer que le meilleur moyen pour obt eni r une r ®ponse 7 l a CHE e
anticancéreux au plus profond de la microvascularisation tumorale, ce qui signifierait utiliser des

microsphéres de petite taille, mais cette hypothese reste a confirmer.

Quatriememe n t " le dai OHE tipaodoléd, | a CHE avec micrmasph res
dénuée de risque.

Si |l es auteur s deontimses avani la relatieectdlésmince de IaVCHE avec
microsphéres par rapport a la CHE lipiodolée a partir des données des 200 patients, la toxicité réelle,
notamment locale des microsphéeres reste inconnue a plus grande échelle. Trés récemment, le Dr

Guiu vient de comparer la fréquence de sur venue doOune toxicitséverea@pati que

fonction du type de CHE recue (lipiodolée ou avec microsphéres) ™ partir do Bpaents®r i e de
traités consécut i vement © | 61 ns tpour unt CHG ousuheatvmeur édoarmes $ur les
476 séances de CHE recues par les patients, une toxicité hépatique et/ou biliaire séveret el | e qubel | |

11C



était définie par les auteurs, est survenue aprés 82 séances (17%). En analyse multivariée, le fait
ddédavoir GCHE-avwec micnosphéres était significativement associé al a s ur v e naxieité d dune

hépatique et/ou biliaire sévere (OR 6,6 ; p < 0,001) [Guiu 2011].
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2. Travaux s u roptimdsation du vecteur pour la CHE des
CHC

2. 1. Opt i mi s at lipmdoléd bessairandbhhisé de phase
Il comparant une CHE a basedel i pi odol et ddéanthracy
sans amiodar one chez des patients 8

résécable, non métastatique

Article n°2:

Boulin M, Ciboulet A, Guiu B, Maillard E, Bonnetain F, Minello A, Gagnaire A, Lepage C, Krause D,
Hillon P, Bedenne L, Cercueil JP, Chauffert B, Jouve JL. Randomised Controlled Trial of Lipiodol
Transarterial Chemoembolisation with or without amiodarone for Unresectable Hepatocellular

Carcinoma. Dig. Liver. Dis., 2011, 43, 905-911.

2.1.1. Rationnel et objectif de | 6®tude

Si nous avons pr ®c ®d e mment Ifain i td ®] © h ycpoontnha " ster e g ul &
anticancéreux le plus approprié pour la CHE des CHC, nous faisons également 6 hy pot h™ s e
quoestlpossi bl e dbéaugmenter | 6efficacit® dbébune CHE 1| pi
| 6 ®mu ligjéctten Cela per met tr ai t «lv@riablé >e In i Ib ® ruantei o n prol ong®e
anticancéreux au contact de la tumeur. Plusieurssolut i ons ont d®j " ®t ® propos®es
stabilité des émulsions a base de lipiodol e t agdnis anticancéreux : agitation en homogénéiseur [de
Baere 1995] ou dans une cuve a ultrasons [Katagiri 1989; Horiguchi 1992], ajout de divers surfactants
[Nakamura 1989, Konno 1990, Yi 1998, Hino 2000]. Aucune de ces techniques nb
pratique clinique. Au sein de notre équipe, Favoulet a démontré en 2000l que | 6addi ti on do6ami
sous sa forme injectable ®t aiesénuigignadokoribicthélpiodglrate nt er |
pirarubicine-lipiodol [Favoulet 2001]. Il a démontré que | 6 ® mu tomposér de doxorubicine (ou
pirarubicine), aahiédarone IV et de lipiodol était stable 1 mois a 37°C. Cette propriété est due a la
présence de polys or bate 80 dans | es ampoul es i njlé@ng/and,l es doba

Sanofi Aventis, Paris). Le polysorbate 80 est un émulsifiant a Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB)
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®l ev® cbdbest ~° dire capabl e do6augme ndoreme laldaxorsiciheubi | i t ®
dans une phase huileuse, en | doccurremoec lldihijpictdoin débune ®mul
CHE, i est attendu que | 6agent anticanc®reux diffu
lipiodol, retenues dans le tissu tumoral et péritumoral hépatique, limitant ainsi le passage systémique
de | 6agent anticanc®r eux. Ce concept constitue doéa
microspheres d 6 e mb o | icleargédes. dPar ailleurs, | 6 ®qui pe du P mont@hgaeu f f er t
| 6ami odar one, de padDR &aitsapable dPpa i PM®8t @eamt linavitrcadetaot ox i ci
doxorubicine et de la pirarubicine sur 2 lignées humaines de CHC [Favoulet 2001].

Dans une étude pilote ayant inclus 43 patients traités consécutivement au CHU de Dijon par
une CHE lipiodolée avec pirarubicine et amiodarone IV pour un CHC non résécable, nous avons
montré que ce traitement était bien toléré avec une médiane de survie globale pour les patients
atteignant 29 mois [Guiu 2009]. La médiane de survie globale dans les études de CHE pour un CHC
dépasse rarement 24 mois [Bruix 2009].

Léobjectif de notre ®tude ®tait donc de savoir
®mul si on ° base de Ilipiodol eébefdffianadirta®y dleisne aCuHEN

patients présentant un CHC non résécable, non métastatique.

2.1.2. Matériel et méthodes

Léessai d e IPIPAVAG est uh lessal bicentrigue (CHU Dijon et Centre Georges
Francois Leclerc, Dijon), prospectif, randomisé (LIPIOAMIO 051061). Les patients étaient randomisés

(2:1) pour recevoir une CHE a base de lipiodol et de pirarubicine avec ou sans amiodarone selon une

procédure standard. L6 agent ddembolisation ®tait |l a g®l atine s
Curamedical BV, Amsterdam, Pays Bas). Le traitement comportait 4 cures™ 6 semai nes doi nt €
Les crit res doarr?=°t des cures ®taient |l es suivants

classification National Cancer Institute T Common Toxicity Criteria for Adverse Events (NCI-CTC AE
version 2.0) (exceptée pour une toxicité infectieuse, hématologique, hépatique réversible), contre-
indications vasculaires, progression de la maladie, possibilité de recourir & un traitement curatif ou en
cas de refus du patient. Le critere de jugement principal était le taux de réponse selon les critéres

EASL. Les critéres secondaires étaient la survie globale, la survie sans progression et la tolérance.
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Apr s | i nclusion des 4 premiers patient s, l e p
pirarubicine par la doxorubicine, le laboratoire Sanofi Aventis ayant décidé de stopper la

commercialisation de pirarubicine en France.

2.1.3. Résultats

Vingt sept patients ont ®t ®groupe arhiadarona) é4ndsns led ®t ud e,
groupe contréle. Leurs caractéristiques initiales étaient comparables. Les patients ont recu en
moyenne 2,3 cures de CHE (1-4). Un patient dans le bras sans amiodarone est décédé du traitement
(27“eme jour apres la CHE). Le taux de réponses objectives était de 62% (IC95% 35-88) dans le groupe
amiodarone et 50% (IC95% 24-76) dans le groupe contrdle. A 1 an et 2 ans, les taux de survie des
patients étaient de 77% (IC95% 44-92) et 52% (IC95% 22-75) dans le groupe amiodarone, et de 57%
(IC95% 28-78) et 40% (IC95% 15-65) dans le groupe contrdle, respectivement. | | néy avait pa

différence entre les deux groupes en termes de toxicité, a fortiori cardiovasculaire.

2.1.4. Conclusion

En conclusi on, une CHE | ipiodol ®e avec anthracycl
supplémentaire et nbaugmente pas de mani re significative |
non résécable, comparativement & une CHE lipiodolée avec anthracycline seule. L6 arti cl e compl e

présenté ci-dessous.
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Background: There is no consensus about the most effective method for transarterial chemoembolisation
of hepatocellular carcinoma.
Aim: The aim of this phase II trial was to compare the efficacy and toxicity of lipiodol transarterial
chemoembolisation with amiodarone in association with pirarubicin or doxorubicin versus lipiodol
transarterial chemoembolisation with anthracycline alone in a control group.
Methods: Patients with unresectable hepatocellular carcinoma and Child-Pugh A/B7 were considered
eligible for the trial. transarterial chemoembolisation was repeated every 6 weeks for a maximum of 4
sessions.
Results: Thirteen patients were randomised in the amiodarone group, and 14 were randomised in the
control group. The two groups were comparable with respect to their baseline characteristics. The objec-
tive response rate according to the EASL criteria was 62% (95% Cl 35-88) in the amiodarone group and
50% (95% C1 24-76) in the control group. At 1 and 2 years, survival rates were 77% (95% Cl 44-92) and 52%
(95% C1 22-75) in the amiodarone group, and 57% (95% CI 28-78) and 40% (95% CI 15-65) in the control
group, respectively. There was no difference between the two groups in terms of toxicity.
Conclusions: The results of this study suggest that lipiodol transarterial chemoembolisation with anthra-
cycline and amiodarone was safe but did not increase survival compared with lipiodol transarterial
chemoembolisation with anthracycline alone in patients with hepatocellular carcinoma.

© 2011 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.l. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction intermediate-stage HCC (Child-Pugh A/B, large or multifocal HCC,

no vascular invasion or extrahepatic spread), the current stan-

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common
malignancy and the third most common cause of cancer-related
death worldwide [1,2]. At diagnosis, only 30% of patients can
receive potentially curative treatments such as liver transplan-
tation, resection, or percutaneous ablation [3]. For unresectable
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(M. Boulin), jean-louis.jouve@chu-dijon.fr (J.L. Jouve).

dard treatment is transarterial chemoembolisation (TACE) [4]. Two
randomised trials and two meta-analyses showed statistically sig-
nificant survival gains with TACE in patients with unresectable
HCC, compared to supportive care or systemic chemotherapy [5-8].
Although TACE has been used worldwide for several years, the
procedure varies widely across centres and interventional radiolo-
gists, especially regarding anticancer drugs, doses, embolic agents,
methods of delivery, and schedules [9]. Overall survival at 3 years
remains low (<30%) [8], and there is no consensus about the optimal
treatment regimen [9]. There is therefore a need for TACE regimens
that improve responses and survival.

Resistance to anticancer drugs in HCC is, like in other malig-
nancies, partly related to multidrug resistance (MDR) [10-12], an
intrinsic or acquired cross-resistance to a variety of structurally

1590-8658/$36.00 © 2011 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.l. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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and functionally unrelated drugs [13]. MDR might be caused by
an increased ATP-dependent efflux of drugs from within to out-
side the cells, mediated by MDR proteins such as P-glycoprotein
(PgP) and multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1). Amio-
darone, a relatively non-toxic antiarrhythmic drug, is able to inhibit
this efflux, and thus restores the sensitivity of MDR cancer cells
to anthracyclines [14]. Moreover, the intravenous (i.v.) form of
amiodarone contains an excipient (polysorbate 80) which enhances
emulsion stability for TACE. When mixed with lipiodol and an
aqueous solution of anthracycline (doxorubicin or pirarubicin), i.v.
amiodarone increases the stability of the emulsion at 37 °C from
<1 hto 4 weeks [15]. It was assumed that a longer emulsion stabil-
ity would be an advantage as the anticancer drug would be released
into the tumour-rich microvascular bed of HCC more slowly [16].

Thus, we conducted a randomised controlled phase II trial to
assess the efficacy and toxicity of lipiodol TACE with or without
amiodarone in patients with unresectable HCC.

2. Materials and methods
2.1. Patients

Patients aged =18 years with HCC unsuitable for curative treat-
ments (resection or percutaneous ablation) were eligible for the
study. Eligibility criteria also included a confirmed diagnosis of
HCC according to EASL [17], a WHO PS 0, 1 or 2 and preserved
liver function (Child-Pugh class A or B7). Exclusion criteria were
portosystemic shunts, hepatofugal blood flow, thrombus within
the main portal vein, extrahepatic metastases, concomitant malig-
nancy, renal failure (serum creatinine level =150 umol/l), platelet
count =50 x 109/1, cardiac ejection fraction <50%, allergy to iodine-
containing agents, and hyperthyroidism.

All patients provided written informed consent before enrol-
ment. Documented approval from the Comité Consultatif de
Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale and the
Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé was
obtained before the start of the study.

2.2. Study design

This was a bicentre (University Hospital of Dijon and the Georges
Francois Leclerc Anticancer Center, Dijon), prospective, randomised
phase Il study (Lipioamio 051061). Patients were randomised (1:1)
to receive either lipiodol TACE (control group) or lipiodol TACE
with amiodarone. Randomisation was performed at the data cen-
tre of the Fédération Francophone de Cancérologie Digestive (Dijon,
France) without stratification, by drawing consecutively numbered
sealed envelopes.

Patients underwent lipiodol TACE according a standard protocol.
The femoral artery was punctured using the Seldinger technique
and a 5-French sheath was inserted. Coil embolisation of the gas-
troduodenal artery was sometimes required to prevent inadvertent
chemoembolisation of the pancreas and duodenum [18]. The ther-
apeutic emulsion contained 50 mg of pirarubicin diluted in 25 ml of
5% glucose (Theprubicine®, Sanofi Aventis, Paris, France), 20 ml of
lipiodol (Lipiodol Ultrafluide®, Guerbet, Roissy, France) and 1 mm
gelatine sponge pellets (Curaspon®, Curamedical B.V., Amsterdam,
Netherlands). When the patient was randomised into the amio-
darone group, 150 mg of i.v. amiodarone (Cordarone® 150 mg/3 ml,
Sanofi Aventis) was added to the mixture. A homogeneous emul-
sion was prepared just before injection by passing the mixture from
one 50 ml-syringe to another 10 times via a 3-way tap. Under fluo-
roscopic guidance, the emulsion was injected into the right or left
lobar branches according to the tumour location in 10 min. If the
tumour involved both lobes, TACE was performed in each lobe alter-

nately. Patients received ceftriaxone (Rocephine®, Roche, Neuilly,
France) for 5 days (1 g per day), starting just before TACE.

Treatment was repeated every 6 weeks with a total number
of sessions limited to 4. Patients who achieved a partial response
(PR) after 4 sessions were eligible to receive 2 additional TACE
sessions. Criteria for stopping therapy included: grade =3 adverse
event according to NCI-CTC AE version 2.0 (except for reversible
infection, haematologic and hepatic toxicity); vascular contraindi-
cations; disease progression; downstaging for resection; or if the
patient so requested.

After inclusion of the first 4 patients, production of pirarubicin
was stopped in France. The protocol was modified to replace piraru-
bicin by doxorubicin (Doxorubicin 2 mg/ml, Teva, Paris, France), at
the same dose of 50 mg.

2.3. Assessment of outcome

For both arms, patients were evaluated for tumour response
1-month after each session, and every 4 months thereafter. A
complete physical examination, liver function tests, prothrombin
activity, serum creatinine level, platelet count, Child Pugh score,
electrocardiogram and intercurrent events were performed and
the results were recorded. TACE-related AEs were also recorded
during the 4 weeks following the procedure. Tumour response
was assessed every 4 months through magnetic resonance imag-
ing (MRI) according to the EASL criteria [17]. The definitions of
response were complete response (CR): complete disappearance of
all known viable tumour (assessed via uptake of contrast in arterial
phase of the MRI scan); PR: >50% reduction in viable tumour area
of all measurable lesions; progressive disease (PD): >25% increase
in the size of one or more measurable lesions or the appearance of
new lesions; and stable disease (SD) in all other cases.

We also present tumour response rates according to the mod-
ified RECIST criteria [19]; CR: disappearance of any intratumoural
arterial enhancement in all target lesions; PR: at least a 30%
decrease in the sum of diameters of viable target lesions, taking as
the reference the baseline sum of the diameters of target lesions;
PD: an increase of at least 20% in the sum of the diameters of viable
target lesions, taking as the reference the smallest sum of the diam-
eters of viable target lesions recorded since the treatment started;
and SD in all other cases. The objective response (OR) rate was
defined as CR plus PR.

2.4. Statistical analysis

The primary endpoint was tumour response. Secondary end-
points included overall survival (OS), progression free survival (PFS)
and tolerance.

A two-stage Gehan design was adopted for this study [20],
enrolling 14 patients in each group in the initial stage. Treat-
ments would be rejected as insufficiently active if no response was
observed in this first stage. If 1, 2, 3, 4 or more responses were
observed amongst the 14 patients in each group, 1, 6,9, or 11 addi-
tional patients, respectively, would be enrolled in the second stage.
Thus, at least 14 patients and at most 25 patients were required for
each group. This design has a less than 5% probability of reject-
ing a treatment with a true response rate of 20%, and provides
an estimate of the response rate with a standard error of approxi-
mately 10%. The trial was stopped before reaching its recruitment
goal. Recruitment for the trial fell when doxorubicin-eluting micro-
spheres became available and the investigators decided to close the
trial for analysis.

All analyses were performed on the intention-to-treat principle,
which included all randomised patients. Qualitative and continu-
ous variables are described using frequency, percentage, and mean
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