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Résumé 
 
Les microsphères d’embolisation, apparues dans les années 2000,  sont des dispositifs 
médicaux dirigées contre les tumeurs hépatiques non opérables. Elles sont calibrées et 
peuvent être chargées en anticancéreux. Ces avancées majeures permettent de contrôler le 
niveau d’occlusion et la concentration en principe actif à injecter dans la tumeur. Cependant, 
le type, la taille des microsphères ou encore la concentration en anticancéreux varient d’un 
centre à un autre et d’un pays à un autre. Notre travail vise à comparer, sur des modèles de 
tumeurs hépatiques, les propriétés d’élution et l’efficacité antitumorale de différentes 
préparations de microsphères. La microspectroscopie infrarouge est utilisée pour mesurer la 
quantité de doxorubicine présente dans les microsphères à différents délais alors que la 
microspectrofluorimétrie permet d’évaluer la concentration et la distribution de la 
doxorubicine autour des billes. L’évaluation de l’activité antitumorale du traitement est 
mesurée sur les images spectrales infrarouge grâce à un modèle de prédiction et confirmée par 
un examen histopathologique. Les résultats ont montré que la vitesse d’élution dépend des 
propriétés physicochimiques de la microsphère, de sa taille et de la concentration de 
chargement. Les concentrations tissulaires de doxorubicine mesurées induisent une réduction 
significative de la viabilité tumorale. Le modèle de prédiction est un outil robuste et précis 
pour évaluer les modifications tissulaires. Ces résultats permettent de formuler des hypothèses 
mécanistiques sur l’activité antitumorale de différentes préparations de microsphères afin 
d’optimiser leur utilisation dans une stratégie thérapeutique clinique. 
  
Mots clés: microsphère, chimioembolisation, microspectroscopie infrarouge,  tumeur VX2, 
microspectrofluorimétrie, doxorubicine, concentration, tissu, distribution. 

 

Transarterial chemoembolization is the most common treatment for patients with unresectable 
liver tumors. Calibrated drug eluting beads offer the advantages of controlling the level of 
occlusion, the amount of drug delivered, and the duration of drug delivery to the tumor. 
However, optimal procedure still remains unanswered and treatments differ through the use of 
various beads sizes or dose of loading. Our work is to compare, on experimental liver tumor 
model, the release properties and antitumor effects for different preparations of doxorubicin 
eluting beads. The amount of drug retained inside the beads, at different time point, is 
assessed by infrared microspectroscopy. Doxorubicin concentration and distribution in the 
tissue are determined by microspectrofluorimetry. Tissue modifications are quantified by a 
prediction model on infrared images and compared with the conventional pathological 
examination of stained tissue sections. Results show that elution rate of doxorubicin depend 
on the beads composition, the size and the loaded concentration. The doxorubicin tissue 
concentration induces a significant decrease of tumor viability. The prediction model 
established by infrared microspectroscopy is an accurate and robust tool to quantify tissue 
modifications. These results allow the formulation of mechanistic hypotheses on antitumor 
activity of different preparations of beads to optimize their use in a clinical therapeutic 
strategy. 

Keywords: drug eluting beads, chemoembolization, infrared microspectroscopy, VX2 tumor, 
microspectrofluorimetry, doxorubicin, concentration, tissue, distribution. 
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Avant propos 
 

La chimioembolisation est une technique mini-invasive de radiologie interventionnelle  

actuellement recommandée pour le traitement des tumeurs hépatiques malignes non 

opérables. Elle consiste à injecter, à travers un cathéter et directement dans les vaisseaux 

irriguant la tumeur, un médicament et un agent occlusif. Le but est d’augmenter la 

concentration locale de médicament par une injection ciblée, ainsi que son temps de résidence 

dans la tumeur grâce au ralentissement du flux sanguin dû à l’embole. Cette procédure, 

développée au début des années 1980, a peu évolué jusqu’à l’apparition au milieu des années 

2000 des microsphères d’embolisation. Elles se présentent sous forme de particules 

sphériques et calibrées, pouvant être chargées en médicament de manière extemporané avant 

injection. L’utilisation d’une microsphère de taille calibrée permet de contrôler le niveau 

d’occlusion et la distribution des particules dans le réseau vasculaire tumoral. Le chargement 

du principe actif dans la microsphère permet un contrôle précis de la dose administrée 

localement et également de la durée de libération en modulant les propriétés chimiques des 

microsphères. 

À ce jour, deux types de microsphères chargeables en doxorubicine (antinéoplasique) 

ont reçu le marquage Conformité Européenne (CE) et l’approbation de la Food and Drug 

Administration (FDA). Elles sont disponibles sur le marché et sont actuellement en phase III 

des essais cliniques. Des études antérieures menées sur ces produits ont validé le concept de 

microsphères d’embolisation, en démontrant qu’elles remplissaient leur double fonction 

d’agent d’embolisation et de vecteur de principe actif. Leur capacité à libérer le principe actif 

de façon prolongée et à des doses biologiquement actives in situ après embolisation a 

également été mis en exergue. 

La preuve du concept ayant été apportée, se pose alors la question de l’optimisation 

des performances des microsphères dans leur utilisation clinique. Deux paramètres 

apparaissent comme étant les plus susceptibles d’influencer l’efficacité du traitement, la taille 

et la concentration de chargement en médicament. Le calibre des particules détermine leur 

répartition dans le réseau vasculaire intra et péri-tumoral. En clinique, les tailles utilisées 

varient entre 40 et 700 µm de diamètre et il n’y a pas d’études qui à ce jour permettent de 

déterminer le diamètre optimal permettant d’atteindre le centre de la tumeur. Il a également 

été démontré que la cinétique de libération du médicament était dépendante de la taille des 

particules, les microsphères de petite taille libérant leur contenu plus rapidement que celles de 
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grande taille. Cependant, cette observation n’a pu être confirmée in vivo. Dans un second 

temps, se pose la question de la concentration de chargement en médicament. Ce choix est 

complexe car aucune étude ne rapporte les effets biologiques des anticancéreux en fonction 

des concentrations tissulaires ou en fonction des doses administrées par voie locale. 

Actuellement, les concentrations utilisées dans les essais cliniques sont identiques aux 

concentrations injectées en intraveineuse lors d’une chimiothérapie classique, ce qui peut 

sembler paradoxal avec le principe même du traitement local. 

L’utilisation de modèles expérimentaux représente l’étape préliminaire dans le 

développement et l’amélioration de ces nouvelles stratégies thérapeutiques. Le modèle 

tumoral VX2 développé dans le foie de lapin est sensible aux chimiothérapies et a prouvé son 

utilité en radiologie interventionnelle car il est compatible avec le matériel utilisé en 

pathologie humaine. C’est le modèle expérimental le plus utilisé pour tester l’efficacité 

antitumorale de la chimioembolisation. L’évaluation de l’activité cytotoxique du traitement 

est un critère essentiel pour optimiser les paramètres de la procédure de la 

chimioembolisation. Bien que la réduction de la taille de la tumeur soit la méthode classique 

pour évaluer la réponse tumorale au traitement, le pourcentage de nécrose tumorale tend à 

devenir le principal indicateur de succès des thérapies anticancéreuses. Après la résection de 

tumeurs VX2 traitées, la proportion de nécrose et de cellules tumorales résiduelles est 

déterminée lors d’un examen histopathologique. Il repose sur la lecture de coupes tissulaires 

colorées par un médecin spécialisé en cytologie. Récemment, le développement de scanner de 

lames et d’outils de traitement d’images ont permis de faciliter la quantification de la viabilité 

tumorale après traitement. Cependant, ces technologies reste observateur dépendante et 

nécessitent encore de longues étapes de repérage et de contournement des zones tissulaires 

d’intérêts.  

En parallèle de ces techniques et depuis maintenant plusieurs décennies, s’est 

développé un intérêt grandissant pour les microspectroscopies optiques, et plus 

particulièrement dans le domaine de la caractérisation tissulaire et de l’aide au diagnostic en 

cancérologie. Les appareils de microspectroscopie sont basés sur le couplage d’un dispositif 

spectrométrique, capable d’enregistrer des informations (ou spectres) à l’échelle moléculaire, 

et d’un dispositif d’imagerie, permettant de relier chaque spectre à une position spatiale sur 

l’échantillon avec une précision de l’ordre de quelques µm. Les spectres enregistrés sont de 

véritables empreintes de la composition biochimique de l’échantillon analysé. De plus, cette 

technologie a l’avantage de ne nécessiter aucune coloration ou marquage de l’échantillon au 

préalable. L’analyse de ces données spectroscopiques par des méthodes statistiques 
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multivariées permet de classer les spectres d’une image spectrale en fonction de leur 

ressemblance. Cela va générer une image spectrale en fausses-couleurs de l’échantillon 

tissulaire. Ces images spectrales peuvent être directement comparées avec la coupe 

histologique adjacente colorée et lue par un anatomopathologiste. Ainsi, chaque couleur peut 

être corrélée avec un type de tissu. L’intérêt de cette méthodologie est que la surface occupée 

par chaque couleur est automatiquement calculée sur les images spectrales. Ce moyen peut 

facilement être utilisé pour quantifier la surface occupée par un type de tissu sur une coupe 

histologique. 

Des études antérieures ont permis d’identifier des zones de nécrose au sein d’un 

modèle de gliome développé chez le rat et de caractériser des marqueurs spectroscopiques 

distinguant les cellules nécrotiques et apoptotiques et ce, à l’aide des microspectroscopies 

vibrationnelles. De plus les microspectroscopies infrarouge et de fluorescence, méthodes 

informatives et complémentaires, se sont révélées applicables à l’étude de trois couples 

microsphère/médicament. La microspectroscopie infrarouge a été utilisée pour mesurer, sur 

une coupe histologique, la concentration du principe actif toujours présent dans la 

microsphère à différents délais. La microspectroscopie de fluorescence a permis de mesurer la 

concentration et la distribution d’anticancéreux dans le tissu autour de la microsphère. La 

mise en œuvre des microspectroscopies est simple, rapide, et leur résolution spatiale est 

satisfaisante compte tenu de la taille des microsphères.  

L’ensemble de ces études a justifié notre intérêt pour les microscopies optiques, en 

complément de l’analyse histologique, pour évaluer l’influence que pourrait avoir la taille des 

microsphères et la concentration en médicament chargé sur les propriétés d’élution et les 

effets antitumoraux.  
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Ce manuscrit de thèse s’articule en quatre parties: 

La première partie introduit et présente le sujet de ce manuscrit sur la base d’une revue 

bibliographique des travaux antérieurs réalisés dans ce domaine : 

- Le chapitre 1 présente le concept de la chimioembolisation 

- Le chapitre 2 présente les microsphères d’embolisation dirigées contre le carcinome 

hépatocellulaire et quelques utilisations précliniques et cliniques 

La seconde partie présente les microspectroscopies optiques et le matériel utilisé, ainsi que la 

méthodologie suivie pour le traitement des données numériques : 

- Le chapitre 1 présente les microspectroscopies infrarouge et de fluorescence et montre 

l’intérêt de ces techniques pour l’analyse du comportement in vivo des microsphères 

d’embolisation et l’évaluation de l’efficacité du traitement 

- Le chapitre 2 introduit les objectifs de ce travail 

La troisième partie de ce mémoire présente l’ensemble des travaux personnels : 

- Le chapitre 1 présente la comparaison de l’efficacité de deux tailles de microsphères 

au sein d’un modèle de foie de porc 

- Le chapitre 2 présente la comparaison de l’efficacité de deux types de microsphères au 

sein d’un modèle de tumeur du foie 

- Le chapitre 3 présente les effets de la concentration de chargement sur les propriétés 

d’élution 

- Le chapitre 4 présente une application des techniques de microspectroscopies 

vibrationnelles chez l’humain, dans le cadre d’un essai clinique sur les microsphères 

d’embolisation 

- Le chapitre 5 détaille le développement d’un nouvel outil chimiométrique, permettant 

d’évaluer l’action antitumorale de la chimioembolisation utilisant des microsphères 

sur la tumeur expérimentale VX2. 

La dernière partie expose les conclusions et perspectives relatives aux différentes thématiques 

abordées.



 

18 

PRESENTATION DU SUJET 



Chapitre 1: La chimioembolisation 

 

19 

Chapitre 1: La chimioembolisation 

A. Définition et historique 
 

La chimioembolisation (CHE) est une technique de radiologie interventionnelle 

locorégionale qui consiste à injecter, successivement ou simultanément, un principe actif et un 

agent d’occlusion vasculaire dans les artères nourricières d’une tumeur. Le principe actif peut 

être vectorisé en le mélangeant à du lipiodol (agent de contraste huileux iodé) ou être 

directement chargé dans le vecteur lorsque des microsphères d’embolisation sont utilisées. 

La chimioembolisation s’est développée à partir de l’embolisation, apparue dans les 

années 1960. L’embolisation consistait à occlure des vaisseaux de gros calibre pour stopper 

des hémorragies et traiter des malformations artérioveineuses (1, 2) en injectant une 

suspension de particules polymériques de taille très variable (de quelques centaines de 

micromètres à plusieurs millimètres). Cette technique a ensuite été proposée pour traiter les 

tumeurs bénignes de l’utérus,  les léiomyomes (3). En 1974, l’embolisation artérielle a été 

utilisée pour traiter les patients atteints de carcinomes hépatocellulaire (CHC). L’idée 

principale était d’exploiter la double vascularisation du foie (artérielle et veineuse), qui 

permettait d’occlure l’artère hépatique irriguant la tumeur sans toutefois induire une nécrose 

complète de l’organe. La technique de la CHE s’est principalement développée au Japon dans 

les années 1980, où en 1983, le chirurgien japonais Konno met en évidence une fixation 

élective du lipiodol dans la tumeur de patients atteints de CHC. Il utilisa cette propriété pour 

injecter un mélange lipiodol/anticancéreux (SMANCS) par voie intraartérielle à ces derniers 

(4). Par la suite, différents anticancéreux ont été étudiés dans le but d’être mélangés au 

lipiodol comme la doxorubicine (DOX) ou le cisplatine (5-7). 

Les avantages théoriques de la CHE par rapport à l’injection intraveineuse 

(communément utilisée pour les chimiothérapies) sont d’une part de limiter la circulation 

systémique et la distribution non spécifique du principe actif, et d’autre part, d’augmenter la 

concentration locale et le temps de résidence du principe actif dans le tissu cible, ceci afin 

d’améliorer les effets thérapeutiques du traitement (8-10). 

B. Contexte d’utilisation de la chimioembolisation 
 

Le grade du CHC est évalué sur la morphologie tumorale, le statut fonctionnel 

hépatique, l’état général du patient et la réponse aux traitements réalisés. Ces critères ont été 
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adoptés par la communauté scientifique en 1999 (11) sous l’appellation de « classification 

BCLC » (Barcelona Clinic Liver Cancer) (Tableau 1). 

 
Tableau 1: Classification BCLC et grade du CHC (11) 

 
 

La stratégie thérapeutique est orientée par l’établissement du grade du CHC. À l’heure 

actuelle, seul 30 à 40% des patients atteints d’un CHC ont accès aux traitements curatifs 

comme la transplantation ou la résection partielle. Ce chiffre est souvent la conséquence d’un 

diagnostic tardif et souligne le manque de méthodes de dépistage efficaces. La CHE est 

recommandée pour les stades d’évolutions intermédiaires ou stade B (Figure 1). Son 

application touche 20% des patients et les différentes études montrent un prolongement de la 

durée de vie de 20 mois en moyenne. 

 



Chapitre 1: La chimioembolisation 

 

21 

 
Figure 1: Stratégie thérapeutique en fonction du grade du CHC (12) 

 

C. Les techniques de chimioembolisation 
 

La chimioembolisation lipiodolée 

 
Le lipiodol est un agent de contraste huileux iodé, utilisé en radiologie depuis les 

années 1980, présentant une affinité avec les cellules tumorales hépatiques (13, 14). Ces deux 

propriétés ont conduit les radiologues interventionnels à l’utiliser comme vecteur d’agent 

anticancéreux pour traiter les patients atteints de CHC. En pratique, l’injection intraartérielle 

de lipiodol est complétée par l’injection d’un agent d’embolisation dans le but d’obtenir une 

embolisation réelle (15). Certaines études ont démontré que l’utilisation du lipiodol permettait 

une rémanence de l’anticancéreux dans le tissu tumoral sur une durée de plusieurs mois (5, 

16-19), ou encore qu’une amélioration significative du taux de survie était constatée chez des 

patients atteints de CHC non opérables (20-23). 

Cependant, il existe plusieurs inconvénients quant à l’utilisation de la 

chimioembolisation lipiodolée. Dans un premier temps, l’émulsion de lipiodol et de l’agent 
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anticancéreux, réalisée avant l’injection, est instable et se dissocie rapidement en une phase 

huileuse et une phase aqueuse (18). Ce phénomène entraine une répartition non contrôlée du 

principe actif, plus fortement dépendante de la répartition des particules d’embolisation que 

de la répartition du lipiodol lui-même. D’autre part, la formation de microgouttelettes de 

différentes tailles lors de la préparation de l’émulsion influence la répartition du mélange dans 

le système vasculaire tumoral et participe à cette distribution non contrôlée du principe actif 

(24, 25). Enfin, il a été démontré que la fixation du lipiodol sur le tissu tumoral n’est pas 

toujours homogène, pouvant même être absente chez certaines tumeurs hépatiques, et rendant 

par conséquent le traitement inefficace (26-28). La chimioembolisation lipiodolée présente 

donc certaines faiblesses quant au ciblage optimal des tumeurs et à la distribution non 

contrôlée du principe actif utilisé. 

La chimioembolisation avec des particules chargées 

 
La CHE utilisant des particules chargées en principe actif a été développée au Japon 

dans les années 1980 (29). Différentes études précliniques, in vitro et in vivo sur des modèles 

tumoraux, ont démontré que ces premières particules, composées d’éthyl cellulose (30-32), 

étaient capables de libérer lentement le principe actif au sein du tissu cible (32, 33). Par la 

suite, des études menées chez l’homme ont prouvé que l’utilisation de ces particules chargées 

augmentait la concentration du principe actif dans la tumeur et diminuait sa diffusion 

systémique en comparaison d’une simple injection intraartérielle ou intraveineuse. Le taux de 

réponse tumorale et le taux de survie étaient également améliorés (29-31, 34, 35). 

Depuis Kato, de nombreuses études expérimentales sur la CHE par particules chargées 

ont été réalisées (Tableau 2). Cependant, les études cliniques demeurent peu nombreuses et 

sont souvent réalisées à titre de recherche clinique sur des séries limitées de cas. La 

calibration non précise de ces particules chargées, i.e. particules souvent trop petites pour 

induire une embolisation efficace, ne permet pas de réaliser une chimioembolisation contrôlée 

et ciblée (36). Aucune de ces particules chargées à notre connaissance n’a été commercialisée. 
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Tableau 2: Principales études sur la CHE avec des particules chargées (37) 

 
 

 La chimioembolisation avec des microsphères d’embolisation 

 
Différentes microsphères non chargées ont déjà été testées chez l’Homme, dans les 

années 1960, dans le but de réaliser des embolisations (billes de plomb, d’acier inoxydable, de 

silicone). Cependant, la petite taille de ces microsphères et le reflux important dans les 

organes sains non ciblés ont augmenté les taux de complication chez les patients (38).  En 

1993, la première particule sphérique a été mise sur le marché européen, puis en 2000 sur le 

marché américain, sous le nom commercial d’Embosphere™. Le composant principal de cette 

microsphère est un polymère, le trisacryl (N-acryloyl-2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3 

diol), initialement utilisé comme support dans les colonnes de chromatographie. Par la suite 
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d’autres microsphères ont été commercialisées, sans toutefois apporter de réelle 

innovation (Tableau 3): les EmboGold™ qui contiennent un colorant à base d’or colloïdal 

rendant la microsphère visible à l’œil nu, les Contour SE™ composées d’alcool de polyvinyle 

(PVA) et les Bead Block™ qui  sont des microsphères colorées à base de PVA. 

 
Tableau 3: Exemple de microsphères non chargeables (39) 

 
 

Il faudra attendre les années 2000 pour que des microsphères chargées en principes actifs 

soient certifiées conformes aux normes européennes. Elles sont considérées comme des 

dispositifs médicaux de classe IIb. Leur développement est le résultat de l’expérience obtenue 

grâce aux travaux des équipes japonaises, dans les années 1980, sur les particules 

d’embolisation et de l’expérience clinique de l’embolisation avec des microsphères non 

chargées.  Il existe trois types de microsphères chargeables en principe actif ayant reçues le 

marquage CE :  

 

- Les microsphères Bead Block™ (Biocompatibles, UK) sont destinées à être chargées 

avec de l’ibuprofène pour réduire les douleurs post-embolisation des fibromes utérins. 

- Les DC Bead™ (Biocompatibles, UK) et les Hepasphere™ (Biosphere Medical, USA) 

peuvent quant à elles être chargées avec différents agents anticancéreux (comme la 

doxorubicine, l’irinotecan ou l’oxaliplatine) et sont principalement destinées au 

traitement des CHC. 
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A notre connaissance, ces microsphères de chimioembolisation sont les seuls dispositifs 

médicaux implantables à proposer un chargement extemporané du principe actif. 

Déroulement de la chimioembolisation avec des microsphères d’embolisation 

 
Au préalable, le patient est soumis à un examen radiologique avec produit de contraste 

permettant une exploration vasculaire complète : cathétérisme fémoral, aortographie, tronc 

coeliaque, artère mésentérique supérieure et recherche de vascularisations accessoires 

éventuelles (artères diaphragmatiques, surrénaliennes, intercostales). Ces informations sont 

nécessaires au radiologue interventionnel pour se repérer au sein du système vasculaire 

hépatique et tumoral le jour de la CHE. 

La préparation de la seringue contenant les microsphères est réalisée, généralement la 

veille de la CHE, dans les pharmacies à usage intérieur sous hotte à flux d’air laminaire ou 

sous isolateur. En effet, la stabilité des solutions de microsphères chargées est de plusieurs 

jours (15 jours pour DC Bead™ et Hepasphere™  chargées avec 75 mg de doxorubicine). Le 

jour de la CHE, la seringue est livrée prête à l’emploi.  

La chimioembolisation s’effectue sous une anesthésie locale. Le médecin insère un 

cathéter (flexible et radio-opaque à son extrémité) dans le système vasculaire du patient via 

l’artère fémorale et le dirige, en temps réel sous contrôle radioscopique, pour atteindre l’artère 

hépatique puis la lésion à traiter. Juste avant injection, le radiologue ajoute quelques 

millilitres d’un produit de contraste non ionique par un robinet 3 voies dans la seringue 

contenant les microsphères chargées. Le mélange microsphères chargées/produit de contraste 

est ensuite homogénéisé par simple retournement. L’injection des microsphères se fait de la 

manière la plus sélective possible (lobaire si la lésion est très volumineuse sinon segmentaire 

ou sous-segmentaire). En cas de vascularisation accessoire, l’injection est réalisée dans les 

branches accessoires le plus en distalité possible. Le radiologue vérifie l’occlusion et le 

ralentissement du flux à l‘aide d’un produit de contraste iodé injecté à la fin de la procédure. 

Syndrome postembolisation 

 
Les effets secondaires les plus fréquents après chimioembolisation sont la survenue de 

fièvre, de douleurs hépatiques et de nausées ou vomissements regroupés sous le terme de 

syndrome postembolisation (Tableau 4). Ce syndrome survient dans 70% à 100% des cas lors 

d’une embolisation ou d’une chimioembolisation lipiodolée (22, 23, 40). Ces symptômes sont 

habituellement bien contrôlés par un traitement adapté. Le problème est d'éviter que les effets 
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secondaires de la chimioembolisation chez des patients fragiles ne viennent annihiler les 

bénéfices obtenus grâce à la régression tumorale. Plusieurs études ont finalement démontré 

que l’utilisation des microsphères engendre une diminution du taux de complication 

expliquant en partie les bons résultats obtenus en termes de survie des essais randomisés les 

plus récents. 

 
Tableau 4: Fréquence des principales complications survenant après embolisation (E) et chimioembolisation 
lipiodolée (CEL) 

 
 

D. Evaluer la réponse tumorale au traitement 
 

Les critères d’évaluation de la réponse tumorale des tumeurs solides ont été fixés par 

le RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) (41, 42), l’EASL (European 

Association for the Study of the Liver) (43) et la WHO (World Health Organization) (44) 

(Tableau 5). La réponse au traitement est évaluée sur la présence ou non de lésions après le 

traitement (réponse complète), une diminution de celles-ci (réponse partielle), une 

stabilisation ou une progression des lésions. 
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Tableau 5: Évaluation de la réponse selon les critères de l'OMS, de l'EASL, RECIST et RECIST modifié (mRECIST) 

 
 

Evaluer la réponse tumorale in vivo 

 
Afin d’évaluer la réponse tumorale aux traitements, chez des patients participant à des 

études de phase II et III mais également au stade préclinique, il est essentiel de disposer de 

techniques précises. De nos jours, deux modalités d’imagerie sont fréquemment utilisées pour 

apprécier cette réponse tumorale, la tomodensitométrie (TDM) et l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) (couplées à une injection de produit de contraste). 

L’évaluation de la réponse tumorale nécessite toutefois d’être standardisée, par la 

détermination des examens de référence précédent le traitement, mais également par la 

détermination des lésions dites cibles et non cibles, ou encore en fonction de la progression de 

la taille de la tumeur (depuis la plus petite taille obtenue sous traitement i.e. examen nadir). 

La WHO et le RECIST (version 1.0) ont publié des guides permettant d’évaluer la réponse 

tumorale aux traitements chimiothérapiques systémiques, à partir des mesures 

bidimensionnelles et unidimensionnelles des lésions (42, 45). Plusieurs études ont, par 

ailleurs, démontré que l’évaluation de la réponse tumorale était semblable avec les critères 

OMS et RECIST (46).  

La réponse (ou la progression) tumorale, selon les critères RECIST 1.1, est établie à 

partir de l’évaluation unidimensionnelle des lésions cibles et non cibles. Une réponse au 

traitement étant considérée comme complète si plus aucune lésion n’apparaît, partielle si la 

taille tumorale a diminuée d’au moins 30% sur les lésions cibles ayant les plus grands 

diamètres, stable si la modification de la taille tumorale n’est pas suffisamment forte pour être 
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dans le cas d’une réponse partielle ou d’une progression tumorale (augmentation de la taille 

et/ou du nombre de lésions cibles et non cibles) (Figure 2). 

 

 
Figure 2: Critères RECIST 1.1 pour l'évaluation de la réponse tumorale (47) 

 
Cependant, il est à noter que les traitements locorégionaux, ou encore les thérapies 

ciblées, entrainent une dévascularisation totale ou partielle des tumeurs. Ainsi, ces critères 

d’évaluation basés sur les dimensions tumorales n’apparaissent pas applicables dans la 

mesure où ils ne tiennent pas compte de cet effet des traitements sur le CHC (41, 48, 49). En 

réponse à cette restriction qu’imposent les critères dimensionnels, l’EASL a proposé de 

nouveaux critères basés sur l’appréciation du tissu tumoral viable. Ces critères furent par la 

suite validés par l’American association for the study of liver diseases (ASSLD) puis intégrés 

à ceux communément employés, i.e. critères RECIST modifiés (Figure 3). 

 

 
Figure 3: Critères RECIST modifiés pour l'évaluation de la réponse tumorale (47) 

 
Dans les essais cliniques, le taux de réponse global est représenté par la proportion de 

patients ayant une réponse complète et une réponse partielle. On pourra toutefois noter 

qu’aucune méthode rigoureuse et uniforme n’est proposée afin de pallier les limites des 

critères RECIST modifiés, ces-derniers relevant principalement d’observations qualitatives 

que de données quantitatives (50). 
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Evaluer la réponse tumorale ex vivo 

 
La méthode de référence pour évaluer l’effet antitumoral d’un traitement est l’examen 

histopathologique. Cet examen est réalisé par un médecin anatomopathologiste et a pour but 

d’identifier les modifications tissulaires. Il repose sur l’utilisation de colorants (hématoxyline 

éosine safran par exemple) ou marqueurs spécifiques (ex : TUNEL pour visualiser l’apoptose) 

sur des coupes tissulaires permettant ainsi de mettre en évidence les zones viables ou 

nécrosées du tissu tumoral.  

La quantification de ces modifications post-traitement est de plus en plus réalisée à 

partir de lames digitales ou lames numérisées. La microscopie digitale permet la 

normalisation de la numérisation et l’affichage des images microscopiques sur un écran 

d’ordinateur. Elle améliore de fait la précision, la fiabilité et la reproductibilité de la 

quantification en mettant en évidence les erreurs possibles d’interprétation en microscopie 

manuelle (51). Ainsi, à partir d’images numérisées, la mesure de l’intensité des colorations a 

été reconnue comme étant plus précise que celle faite avec des microscopes classiques dont 

un manque de calibrage peut entraîner une variation d’interprétation, les lames histologiques 

semblant alors différentes d’un microscope à l’autre (52). Cependant, la quantification de 

zones tissulaires d’intérêt est réalisée par contournement ce qui nécessite un niveau 

d’expertise obligatoire pour les identifier et beaucoup de temps de manipulation (Figure 4). 

 
Figure 4: Quantification de la nécrose tumorale avec la méthode du contournement des zones (53) 
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Les méthodes de quantification sur lames sont plus avancées dans le domaine de 

l’immunomarquage. En effet, le développement d’algorithmes pour analyser les images 

numérisées permet d’automatiser le processus de quantification d’évènements fluorescent 

(54). Ces algorithmes commencent à être développés pour l’analyse de lames colorées ce qui 

permettrait une meilleure standardisation et une interprétation plus quantitative des analyses 

effectuées sur coupes tissulaires (54). 
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Chapitre 2: Les microsphères d’embolisation chargeables 
dirigées contre le carcinome hépatocellulaire 

A. Principales caractéristiques des DC Bead™  et des Hepasphere™ 
 

Les microsphères d’embolisation présentent certaines caractéristiques permettant une 

occlusion ciblée: 

 

- Elles sont hydrophiles pour permettre leur transit dans le cathéter et éviter leur 

agglutination dans le réseau vasculaire 

- Elles sont calibrées pour pouvoir contrôler le niveau d’occlusion et leur répartition 

dans le réseau vasculaire tumoral 

- Elles sont élastiques pour pouvoir se déformer lors du passage dans le cathéter et 

ensuite reprendre leur forme initiale. Une microsphère trop rigide ne pourrait pas être 

injectée avec un cathéter de faible diamètre alors qu’une microsphère trop molle 

risquerait d’occlure un vaisseau distal de diamètre inférieur à celui de la bille 

- Elles sont biocompatibles pour éviter des réactions inflammatoires chroniques ou plus 

rarement une immunisation dirigée contre des matériaux de la bille 

 

Le mode de chargement du principe actif diffère entre les microsphères DC Bead™  et les 

Hepasphere™. Les microsphères DC Bead™ fixent l’agent anticancéreux par interactions 

ioniques (mode de chargement actif). Le polymère dont elles sont constituées (PVA) est 

modifié par le greffage de fonctions ionisées négatives SO3
- (Figure 5), on parle alors de 

microsphères fonctionnalisées. Ces groupements sulfonates chargés négativement vont 

pouvoir fixer des molécules anticancéreuses chargées positivement comme les anthracyclines 

(doxorubicine) ou l’irinotecan. Elles sont présentées en flacon sous forme hydratée dans une 

solution saline de 2 mL. Il existe cinq tailles différentes : les DC Bead™  M1 de calibre 70-

150 µm, les DC Bead™ de calibre 100-300 µm, 300-500 µm, 500-700 µm et 700-900 µm 

(Figure 5). Les DC Bead™ M1 sont indiquées pour le traitement des métastases hépatiques 

alors que les autres calibres sont plutôt dirigés contre les tumeurs primitives du foie. 
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Figure 5: Présentation des différentes tailles de DC Bead™  et du mécanisme de chargement de la doxorubicine 
(http://www.btg-im.com/products) 

 
Les Hepasphere™ se chargent en principe actif par absorption (mode de chargement 

passif) et par interactions ioniques (mode de chargement actif). Elles sont constituées d’un 

copolymère de PVA/acrylate de sodium sur lequel sont greffées des fonctions carboxylates 

COO- (Figure 6). Le mode de chargement passif fonctionne suivant le principe de l’éponge. 

La microsphère va absorber le principe actif à travers les mailles du polymère sans qu’une 

affinité particulière entre le principe actif et la microsphère ne soit nécessaire, contrairement 

au mode de chargement actif. Les groupements carboxylates vont pouvoir fixer les molécules 

chargées positivement de la même façon que les DC Bead™. Elles sont présentées en flacon 

de 25 mg ou de 50 mg sous forme déshydratées. Il existe 4 tailles différentes : 30-60µm, 50-

100µm, 100-150µm et 150-200µm (Figure 6). Les Hepasphere™ sont indiquées pour le 

traitement des métastases et des tumeurs primitives hépatiques. 
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Figure 6: Présentation des différentes tailles d’Hepasphere™  et mécanisme de chargement de la doxorubicine 
(www.merit.com/products/media) 

 

B. Études précliniques sur les microsphères d’embolisation 
 

Il existe différents modèles de tumeurs expérimentales mimant le CHC. Ces modèles sont 

utilisés comme des « substituts » aux systèmes biologiques humains et fournissent une base 

pour développer ou comprendre les nouveaux traitements, notamment en radiologie 

interventionnelle. Ces modèles sont développés chez le petit animal comme la souris (55, 56), 

le rat (57) ou le lapin (58) mais aussi sur un animal plus proche de l’échelle humaine comme 

le porc (59). Bien que Li et al. ont réalisé une CHE transartérielle chez le rat (57), les 

techniques de radiologie interventionnelle sont difficilement applicables à l’échelle des 

rongeurs. Les modèles développés chez le lapin (tumeur VX2) et le porc se sont révélés plus 

pertinents car il est possible d’utiliser le même matériel que chez l’homme pour la procédure 

de CHE. La tumeur VX2 développée chez le lapin présente néanmoins plusieurs avantages en 

comparaison de celle développée chez le porc  (60, 61): 

 

- La croissance tumorale est plus rapide : 15 jours pour la tumeur VX2 contre 10 à 12 

mois pour la tumeur développée chez le porc 

- Moins de contraintes concernant l’hébergement des animaux 
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- Pas de risque pour les manipulateurs : la tumeur développée chez le porc est induite 

par une molécule carcinogène (N-nitrosodiethylamine) 

- Moindre coût 

 

Ces différents arguments ont également favorisé l’utilisation du modèle de foie de porc 

sain par rapport au modèle tumoral. 

La tumeur VX2 développée chez le lapin 

 
La tumeur VX2 développée dans le foie de lapin est considérée comme un modèle de 

référence pour étudier le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dirigées contre 

le CHC et notamment pour évaluer les thérapies ciblées comme la chimioembolisation (61). 

Origine et caractéristiques 

 
Le virus du papillome de Shope est à l’origine de papillomes qui peuvent évoluer vers 

un carcinome épidermoïde. Les carcinomes V (V pour virus, aussi appelés VX) correspondent 

à des séries de tumeurs transplantables dérivées de ces carcinomes épidermoïdes (62). La 

série la plus utilisée est la série n°2, appelée carcinome VX2. Le génome du virus du 

papillome de Shope, au départ conservé dans les cellules carcinomateuses, a fini par ne plus 

être détectable, faisant du carcinome VX2 une tumeur classique sans aucun agent étiologique 

détectable (63, 64). 

Il peut être transplanté dans toutes les lignées de lapins. Cette tumeur présente un 

mode de croissance invasif après implantation sur à peu près n’importe quelle région du corps 

de l’animal, grâce à la néovascularisation qu’il développe (65). L’inconvénient majeur de ce 

modèle expérimental est l’apparition de nécrose spontanée après 15 jours de développement 

(de 30 à 40%) (65-67). En raison de sa croissance rapide, l’apport sanguin peut s’avérer 

insuffisant dans certaines régions tumorales et entrainer la formation d’une nécrose 

ischémique. Ce phénomène peut être gênant dans le cadre de l’évaluation d’un traitement 

comme la CHE avec des microsphères entrainant également une ischémie. Pour pallier cet 

inconvénient, l’équipe de Pascale et al. a proposé un modèle VX2 modifié (61) issu d’une 

lignée cellulaire VX2 transfectée pour exprimer de façon stable le facteur VEGF (vascular 

endothelial growth factor). Les auteurs ont pu réduire de façon significative le taux de nécrose 

spontanée comparée à la tumeur VX2 initiale (Figure 7). 
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Figure 7: Pourcentage de nécrose spontanée pour la tumeur VX2-VEGF modifiée et VX2 initiale (61) 

 
Le modèle tumoral VX2, développé dans le foie de lapin, est sensible aux 

chimiothérapies (68, 69) et a prouvé son utilité en radiologie interventionnelle puisqu’il est 

compatible avec le matériel utilisé en pathologie humaine, comme les cathéters par exemple 

(70-72). C’est le modèle expérimental le plus utilisé pour tester les nouveaux traitements 

locorégionaux comme la CHE. 

Données précliniques sur les Hepasphere™  

 
L’équipe de Maeda et al. a récemment utilisé ce modèle pour caractériser le profil 

pharmacocinétique et l’efficacité des Hepasphere™ chargée en cisplatine. Les auteurs ont 

montré que cette combinaison était bien tolérée par les animaux et ont prouvé son action 

antitumorale en comparant l’évolution de la taille de la tumeur entre un groupe d’animaux 

embolisés avec des Hepasphere™ non chargées et un autre utilisant des Hepasphere™ 

chargées en cisplatine (73). 

En 2011, Gupta et al. ont comparé le profil pharmacocinétique des Hepasphere™ 

chargées en doxorubicine à ceux d’une injection intraartérielle et d’une CHE lipiodolée (74). 

Ils ont démontré que la concentration plasmatique de doxorubicine était significativement 

abaissée dans le groupe de lapins embolisés avec les Hepasphere™ (Figure 8). 
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Figure 8: Pic de concentration plasmatique de doxorubicine en fonction de la technique utilisée (74) 

 
Les auteurs ont également démontré que la doxorubicine diffusait dans le tissu situé 

autour des vaisseaux occlus par les microsphères, et ceci jusqu’à une distance de 1600 µm. Ils 

ont également montré que la quantité d’anticancéreux dans le tissu tumoral après 24h de 

traitement était plus importante en comparaison des deux autres techniques étudiées (Figure 

9). 

 

 
Figure 9: Détection et quantification de la doxorubicine tissulaire autour des vaisseaux occlus (74) 

 
Une étude publiée en 2010 a montré l’effet additif de l’embolisation utilisant des 

microsphères chargées en comparaison de l’utilisation de microsphères non chargées (75). 

Les auteurs ont montré qu’après 3 jours de traitement, 90% des cellules tumorales VX2 était 
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nécrosées chez les animaux ayant reçu des Hepasphere™ chargées en doxorubicine contre 

seulement 60% pour le groupe Hepasphere™ non chargées (Figure 10). 

 

 
Figure 10: Quantification de la nécrose tumorale après CHE avec des Hepasphere™ chargées en doxorubicine et non 
chargées en fonction du temps (http://www.btg-im.com/products, (75)) 

 

Données précliniques sur les DC Bead™  

 
Une étude de 2006 rapportait déjà les bénéfices de l’utilisation des microsphères DC 

Bead™ pour emboliser une tumeur solide du foie (76). Les auteurs ont trouvé une 

concentration plasmatique de doxorubicine plus faible et une concentration tumorale plus 

élevée avec les DC Bead™ par comparaison avec une injection intraartérielle (IA), une 

injection intraartérielle couplée à des microsphères non chargées ou encore une CHE 

lipiodolée avec de la doxorubicine (Figure 11). 
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Figure 11: Comparaison de la concentration plasmatique et tumorale de doxorubicine en fonction de la technique 
d'embolisation et du temps (76) 

 
Les auteurs ont également montré une nécrose tumorale complète après 7 jours de 

traitement dans le groupe DC Bead™ qui n’atteignait pas plus de 35% dans les groupes 

contrôle, hormis pour le groupe CHE lipiodolée où les valeurs ont atteint 90% (76). Des 

travaux similaires menés par l’équipe de Rao et al. ont démontré que l’utilisation de DC 

Bead™ chargées en irinotecan engendrait une diminution du niveau plasmatique, une 

augmentation de la concentration tumorale et un pourcentage de nécrose (à 24h) plus 

important que l’injection intraveineuse ou intraartérielle d’irinotecan (77). 

 Le foie de porc 

Origine et caractéristiques 

 
Dans la littérature, le modèle de CHC développé chez le porc n’est pas associé à 

l’étude de la CHE. Cela s’explique en partie par la méthodologie employée pour obtenir ces 

tumeurs. La tumeur est induite par l’injection intrapéritonéale hebdomadaire d’une substance 

carcinogène, le N-nitrosodiethylamine, sur une période de 3 mois. Après intervention, 10 à 12 

mois sont nécessaires pour obtenir des lésions. Le temps de développement trop important et 

l’obtention de plusieurs petites tumeurs s’éloignent de l’aspect du CHC observé chez l’être 

humain (59). De plus, cette méthode n’est pas sans risque pour le manipulateur qui doit 

manipuler la substance cancérigène. 

En outre, l’anatomie du foie de porc est assez similaire à celle de l’être humain, et sa 

taille permet l’utilisation des mêmes dispositifs médicaux. Ces caractéristiques rendent donc 
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le modèle de foie de porc sain très utile pour étudier le comportement des microsphères plutôt 

que leur efficacité antitumorale. Cette dernière application étant préférentiellement testée sur 

les tumeurs VX2 du lapin comme expliquée précédemment. 

Données précliniques sur les DC Bead™  

 
Plusieurs équipes ont travaillé sur le foie de porc non tumoral. En 2006, Lewis et al. 

ont étudié le profil pharmacocinétique et la tolérance aux DC Bead™  chargées en 

doxorubicine (100-300 µm et 700-900 µm) en comparaison de microsphères non chargées 

(100-300 µm) (78). Ils ont montré un effet antitumoral plus important avec les microsphères 

chargées et une bonne tolérance au traitement. 

La diffusion de la doxorubicine autour des vaisseaux occlus par des DC Bead™ a été 

démontrée par Namur et al. en 2102, qui ont déterminé la concentration tissulaire de DOX 

ainsi que celle à l’intérieure des microsphères après 28 et 90 jours de traitement (79). Cette 

étude portait sur la comparaison entre des DC Bead™ de taille 100-300 µm et 900-700 µm 

chargées en doxorubicine. Ils ont prouvé qu’après 90 jours de traitement, il existait encore une 

diffusion du principe actif à des concentrations cytotoxiques et que la doxorubicine était 

encore présente dans les microsphères (Figure 12). 

 

 
Figure 12: Concentration de doxorubicine tissulaire et dans les microsphères après 28 et 90 jours (DEB=drug eluting 
beads) (79) 

 
Une autre étude a comparé la concentration locale et le profil pharmacologique de la 

doxorubicine entre les DC Bead™ et la CHE lipiodolée (80). Dans cette étude le groupe 

contrôle était composé d’animaux ayant reçus une injection intraveineuse de doxorubicine. Ils 

ont montré que comparé à la CHE lipiodolée, l’exposition systémique était significativement 

diminuée avec les microsphères. Cependant la concentration tissulaire était plus importante 
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dans le groupe CHE lipiodolée s’expliquant par l’élution plus lente de la doxorubicine hors 

des microsphères. 

 

Plusieurs études précliniques ont donc validé le concept des microsphères 

d’embolisation en tant que vecteur de principe actif et d’agent d’occlusion vasculaire. Les 

résultats obtenus doivent être vérifiés chez l’être humain par la suite. Le contexte biologique 

étant différent, le traitement peut ne pas avoir la même efficacité ou engendrer certaines 

complications. 

C. Utilisation clinique des microsphères d’embolisation 
 

Les microsphères d’embolisation chargées présentent donc deux propriétés 

intéressantes. D’une part, elles embolisent les vaisseaux alimentant la ou les tumeurs 

hypervascularisées induisant une ischémie (15) et d’autre part, elles libèrent au contact des 

cellules tumorales, un agent anticancéreux de façon contrôlée et prolongée. Cette seconde 

propriétés limite la dissémination systémique et entraine une bonne tolérance du traitement. 

L’objectif de la CHE avec des microsphères est d’accroître l’efficacité antitumorale avec une 

réponse prolongée au traitement et une diminution du taux de complications. 

Données cliniques sur les Hepasphere™  

 
La 1ère étude utilisant des Hepasphere™  pour traiter des patients atteints de CHC non 

opérables a été publiée en 2002 (81). Elle concernait 6 patients et portait sur l’étude de 9 

nodules tumoraux au total. Les auteurs ont observé une nécrose complète ou quasi complète 

pour 6 nodules et une nécrose partielle pour 3 nodules, sans dommages ischémiques du 

parenchyme hépatique et sans détérioration de la fonction hépatique.  La même équipe a 

démontré sur 59 patients que les Hepasphere™ non chargées étaient bien tolérées avec un 

taux de survie à 2 ans de 83% (82) et un taux de réponse tumorale de 66%. Aucune 

complication majeure n’a été observée et le syndrome postembolisation était minime chez 

tous les patients traités. Par la suite, une étude italienne multicentrique incluant 50 patients 

traités par des Hepasphere™ chargées en doxorubicine ou en épirubicine a été publiée en 

2008 (83). Les auteurs ont montré un taux de réponse objective à 6 mois de 77% selon les 

critères RECIST (Figure 13). 
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Figure 13: Types de réponse tumorale après une CHE avec des Hepasphere™ (83) 

 
Une autre étude italienne a démontré que les Hepasphere™ pouvaient être chargées en 

oxaliplatine et appliquées en traitement de métastases hépatiques issues d’un cancer colorectal 

(8 patients) et de cholangiocarcinomes hépatiques inopérables (7 patients). Ils ont comparé les 

résultats obtenus avec ceux d’une chimiothérapie classique utilisant l’oxaliplatine et ont 

montré une diminution du pic plasmatique ainsi qu’une concentration tumorale de 

l’oxaliplatine 28 fois supérieure avec les microsphères (84). 

Deux études ont été publiées par l’équipe de Seki et al. en 2012 et 2011. La première a 

évalué l’efficacité et la tolérance d’une CHE avec les Hepasphere™ chargées avec du 

cisplatine après un échec d’une CHE avec les Hepasphere™ chargées avec de l’épirubicine 

(85). Les auteurs ont montré que le traitement était bien toléré par les patients et qu’il était 

efficace contre les CHC résistant à la 1ère série de traitement. La seconde étude a montré sur 

135 patients atteints de CHC que l’utilisation de microsphères chargées en épirubicine 

présentait un taux de complication inférieure à 18%, une réponse tumorale à 6 mois de 53%, 

un taux de survie à 1 an de 74% et à 2 ans de 59% (86). 

Une étude de phase II sur 30 patients (14 patients CHE lipiodolée et 16 patient CHE 

Hepasphere™) a montré une diminution significative de la concentration systémique de 

doxorubicine et une fonction hépatique mieux préservée chez les patients traités par des 

Hepasphere™ (87) (Figure 14). Les auteurs ont également rapporté un taux de complications 

significativement plus bas chez les patients traités par les microsphères. Cependant le taux de 

réponse tumoral n’était pas différent d’un groupe à l’autre. 
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Figure 14: Concentration/pharmacocinétique plasmatique de doxorubicine et étude de la fonction hépatique (87) 

 
L’étude la plus récente a prouvé l’efficacité des Hepasphere™ 30-60 µm, chargées en 

doxorubicine, sur 45 patients atteints de CHC. Les microsphères ont bien été tolérées par les 

patients, le profil pharmacocinétique a montré un pic de doxorubicine plasmatique plus faible 

que chez les patients traités avec une CHE lipiodolée. Le taux de réponse objective était de 

68% et le taux de survie médian à 1 an de 100% (88). 

Données cliniques sur les DC Bead™ 

 
Les études utilisant les DC Bead™ sont plus représentées dans la littérature. La 

première étude effectuée en 2007, sur 27 patients atteints de CHC non opérables et traités par 

des DC Bead™ (300-500 µm) chargées en doxorubicine, a rapporté un taux de réponse de 

66% selon les critères de l’EASL, un taux de complications de 7% et un taux de survie à 2 ans 

de 89% (89). La concentration plasmatique de doxorubicine était inférieure avec les 

microsphères en comparaison d’une CHE lipiodolée seule ou d’une CHE lipiodolée 

complétée avec une occlusion des vaisseaux par un matériau (Gelfoam®) (Figure 15). 
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Figure 15: Comparaison de la concentration sérique de doxorubicine entre une CHE avec DC Bead™ et une CHE 
lipiodolée plus Gelfoam® (89) 

 
L’équipe de RT poon et al. a ensuite poursuivi avec une étude de phase I/II et a obtenu 

sur 30 patients traités une réponse tumorale partielle au traitement de 63% et complète de 7% 

(90).  Ces résultats encourageants ont été confirmés par une autre étude, portant sur le 

traitement de 62 patients avec des CHC non opérables. Les auteurs ont rapporté un taux de 

réponse objective à 9 mois de 80% selon les critères EASL et un taux de complications de 

3,2% (91). Depuis ces  études publiées en 2007-2008, de nombreuses autres études, menées 

sur des patients atteints d’un CHC non résécable, ont confirmé l’efficacité des CHE utilisant 

des microsphères chargées et le faible taux de complications associées (92-94) (Tableau 6). 

 
Tableau 6: Essais cliniques récents avec les DC Bead™ pour traiter les CHC non opérables (95) 
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Il a également été démontré que l’élution de l’anticancéreux, dans le tissu situé autour 

des vaisseaux occlus par des DC Bead™ (sur 6 explants de foie de patients), pouvait 

s’effectuer sur une période de plus d’un mois (Figure 16) (96). 

 

 
Figure 16: Concentration tissulaire de doxorubicine à différents délais d'embolisation et en s’éloignant 
progressivement du vaisseau embolisé (DC Bead™) (96) 

 
Des études ont comparé les différentes techniques d’embolisation pour prouver 

l’avantage des microsphères d’embolisation chargées en anticancéreux par rapport aux autres 

techniques. Cependant, un essai clinique de phase II utilisant des microsphères sur 102 

patients et la CHE lipiodolée sur 110 patients (92) n’a pas réussi a démontré une différence 

significative concernant la réponse objective tumorale (réponse complète + réponse partielle). 

On notera cependant que la réponse objective tumorale était significativement différente chez 

les patients atteints d’un stade avancé du CHC et que le taux de complication était 

globalement moins élevé avec une CHE utilisant des microsphères. 

Song et al. confirment, en 2011,  l’efficacité des microsphères sur les stades avancés 

de CHC (tumeur  > 5 cm) en comparaison de la CHE conventionnelle (lipiodolée) (97). Les 

auteurs ont trouvé une meilleure réponse objective avec le traitement par microsphères 

(Figure 17) et un taux de survie significativement supérieur après 36 mois. 
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Figure 17: Réponse tumorale chez les patients traités avec des DC Bead™  et par CHE lipiodolée (97) 

 
L’étude de Malagari et al. publiée en 2010 a comparé la CHE utilisant des DC Bead™  

chargées en doxorubicine (41 patients) versus des BeadBlock™ non chargées (43 patients). 

Les auteurs ont montré que la CHE avec des microsphères chargées induisait un taux de 

réponse tumorale significativement plus important (55% versus 32%) (Figure 18) et un taux 

de récurrence des lésions (locale ou nouvelle lésion) plus faible (93). Cependant, aucune 

différence n’a été observée, entre les 2 groupes, concernant le taux de survie.  

 
Figure 18: Comparaison d'une CHE avec DC Bead™ chargées en doxorubicine et des BeadBlock™ non chargées: 
taux de réponse complète et objective (6 mois et 9 mois). Pourcentages de récurrence après 6 et 12 mois (93) 

 
Une étude plus récente n’a pas réussi à prouver l’avantage de l’utilisation des 

microsphères (89 patients) comparé à la CHE lipiodolée (88 patients) en terme de survie ou 

de réponse tumorale (98). Le seul avantage avancé était un taux de complication moins élevé 

avec utilisation de microsphères. 
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Pour conclure, l’efficacité supérieure d’une CHE utilisant des microsphères comparée 

à une CHE lipiodolée n’est pas encore établie. Ces deux techniques semblent équivalentes 

quand la sélection des patients est  réalisée de façon pertinente.  En outre, plusieurs études ont 

démontré la faisabilité de la CHE avec des microsphères d’embolisation chargées, leur bonne 

tolérance par les patients traités et certains bénéfices en termes de taux de survie et de taux de 

complications.
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Chapitre 1 : Les microspectroscopies optiques pour l’étude 
du comportement in vivo des microsphères 
 

L’utilisation des microsphères d’embolisation vise à standardiser la procédure de la 

CHE mais il persiste une grande disparité dans les solutions injectées. Les études réalisées 

pour le moment différent dans le choix du type et de la taille des microsphères mais 

également au niveau du choix et de la concentration en principe actif. A l’heure actuelle, il est 

donc important de mieux comprendre le comportement de ces microsphères in vivo en termes 

de propriétés d’élution et d’efficacité antitumorale dans le but de standardiser et surtout 

d’optimiser la procédure. 

L’application des microspectroscopies vibrationnelles infrarouge et de fluorescence a 

déjà été validée pour l’étude des microsphères d’embolisation (79, 96, 99). Ces deux 

techniques, informatives et complémentaires, se sont révélées applicables pour notre étude. La 

microspectroscopie infrarouge a été utilisée pour mesurer sur une coupe histologique la 

concentration du principe actif toujours présent dans la microsphère (ibuprofène, irinotecan et 

doxorubicine). La technique est potentiellement applicable à tout type de médicament et à tout 

type d’implant chargé. La microspectroscopie de fluorescence a permis de mesurer la 

concentration et la distribution de doxorubicine dans le tissu autour de la bille. La mise en 

œuvre des microspectroscopies est simple et rapide. La résolution spatiale est satisfaisante 

compte tenu de la taille des microsphères (Tableau 7). 

 

Tableau 7: Limite de quantification et résolution spatiale des microspectroscopies infrarouge et de fluorescence 

 
Microspectroscopie  

infrarouge 
Microspectroscopie  

de fluorescence 

Limite de détection 10-3 M 10-7 M 

Résolution spatiale 10 µm 250 nm 

 
 

De plus, elles peuvent toutes les deux êtres appliquées directement sur une coupe de 

tissu sans préparation particulière. La coupe ayant servi à l’acquisition spectroscopique peut 

ensuite être utilisée pour une caractérisation morphologique et fonctionnelle, soit par les 

techniques classiques d’histologie, soit par l’imagerie infrarouge (100-102). On peut ainsi 

effectuer sur le même échantillon : la quantification du principe actif dans les microsphères, 

visualiser sa distribution tissulaire et quantifier ses effets sur le tissu cible. 
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A. Généralités 
 

Le rayonnement électromagnétique peut être décrit comme la propagation d’énergie 

ou de particules (photons), grâce aux variations périodiques, à la fréquence υ, d’un champ 

électrique et d’un champ magnétique (Figure 19).  

 

 
Figure 19: Schéma représentatif d'une onde électromagnétique (103) 

 
De manière générale une onde peut être caractérisée par sa longueur d’onde (λ) ou par 

l’énergie E des photons qui lui sont associés selon la formule suivante : 

 � = ℎ� = ℎ ∗ �� 

 
avec :  h  constante de Planck (6,626*10-34 J/s) 

c vitesse de la lumière dans le vide (3*108 m/s-1) 

 
Lorsqu’un rayonnement est envoyé sur un échantillon, plusieurs types d’interactions 

peuvent se produire en fonction de l’énergie de l’onde électromagnétique et des propriétés de 

l’échantillon analysé. Le diagramme de Jablonski distingue trois types d’interactions : 

l’absorption, la diffusion et l’émission (Figure 20). 
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Figure 20: Diagramme de Jablonski (104) 

 
Les microspectroscopies vibrationnelles d'absorption infrarouge et de diffusion Raman 

reposent sur l’interaction entre un rayonnement électromagnétique et la matière. D'après la 

mécanique quantique, l'énergie (E) d'une molécule est quantifiée, et peut être approximée 

comme la somme des énergies de rotation (Erot), de vibration (Evib) et d'état électronique 

(Eel) : 

 � = ��	
 +  ��� +  ��� ��� ��	
 <<  ��� <<  ��� 
 
 

Nous nous intéresserons ici aux énergies de vibration des molécules. Dans le cas de 

molécules polyatomiques non linéaires de N atomes, on dénombre 3N-6 degrés de liberté 

pour les modes de vibration des liaisons atomiques. Ces modes de vibration correspondent à 

des élongations, à des déformations d'angles ou à des déformations hors du plan. Les modes 

de vibration sont schématisés ci-dessous (Figure 21). On associe à chacun de ces modes un 

nombre d'onde de vibration ν qui correspond à une transition entre deux niveaux d'énergie 

vibrationnelle de l'état électronique fondamental. La spectroscopie vibrationnelle consiste à 

déterminer les fréquences de vibrations des molécules de l'échantillon analysé. Ces fréquences 

dépendent de l'énergie des liaisons entre les atomes d'une molécule. Il est donc possible de 

déduire d'un spectre des informations sur la nature et la structure d'une molécule. 
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Figure 21: Modes de vibration de la molécule CH2 (105) 

 
Les vibrations simples peuvent être classées en deux grands groupes : les vibrations 

d’élongation (stretching) et les vibrations de déformation (bending) qui se déclinent en 

fonction de leur symétrie. Les vibrations d’élongation, appelées aussi vibrations de valence, 

concernent la vibration de la molécule le long de l’axe des liaisons atomiques. Ce mouvement 

implique une variation de la distance interatomique de façon symétrique ou asymétrique 

(Figure 21). Les vibrations de déformation impliquent un changement de l’angle des liaisons 

atomiques et peut se traduire par une flexion ou une déformation dans le plan ou hors du plan 

des liaisons impliquées. 

B. La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

Généralités (105) 

 
Cette méthode est basée sur l’absorption d’un rayonnement infrarouge (IR) par 

l’échantillon analysé Le rayonnement infrarouge a été découvert en 1800 par l’astronome 

Frédéric Wilhelm Herschel. C’est une radiation de nature électromagnétique, correspondant à 

la partie du spectre comprise entre 12500 cm-1 et 10 cm-1. La fenêtre spectrale de l’IR, se 

décompose en 3 parties : le proche infrarouge se situe entre 12500-4000 cm-1 (0,8 µm à 2,5 

µm), le moyen infrarouge entre 4000-400 cm-1 (2,5 µm à 25 µm)  et le lointain infrarouge 

entre 400-10 cm-1 (25 µm à 1000 µm). Nous nous intéresserons plus particulièrement à la 

région du moyen infrarouge (MIR), qui correspond au domaine des transitions moléculaires 

observées dans les échantillons organiques et inorganiques (Figure 22). 
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Figure 22: Spectre électromagnétique situant le domaine infrarouge (101) 

 
En 1924, des scientifiques se sont aperçus que l’énergie du rayonnement infrarouge 

moyen coïncidait avec celle des vibrations fondamentales des molécules. Ainsi, la relation 

entre l’absorption d’un rayonnement IR par une molécule et sa structure moléculaire est mise 

en évidence. Le rayonnement IR permet l’analyse des fonctions chimiques présentes au sein 

d’un échantillon. Le rayonnement du proche infrarouge, qui est plus énergétique, permet 

d’étudier les vibrations harmoniques, alors que le rayonnement de l’infrarouge lointain, qui 

est moins énergétique, permet d’étudier les vibrations rotationnelles. Si les régions du proche 

IR et du lointain IR ont suscité un certain intérêt, l’utilisation de la spectroscopie moyen IR 

reste la plus adaptée pour l’étude de la composition moléculaire d’un échantillon. 

Interaction rayonnement-matière 

 
Lorsqu’une molécule est irradiée par un rayonnement IR, elle peut absorber 

partiellement et sélectivement ce rayonnement. Les liaisons chimiques qui la composent 

doivent être considérées comme des oscillateurs. Si une liaison oscille à la même fréquence 

que la composante électrique de l’onde lumineuse IR, celle-ci pourra transmettre son énergie 

à la liaison. Plus précisément, un rayonnement de fréquence donnée pourra être absorbé ce qui 

conduira à l’état excité, caractérisé par une amplitude de vibration plus élevée. De ce fait, 

l’énergie du rayonnement IR se retrouve diminuée après l’interaction, conduisant à 

l’apparition d’une bande d’absorption à cette fréquence. L’énergie absorbée est donc 

caractéristique de chacune des liaisons chimiques de la molécule analysée. Notons que s’il n’y 
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a pas de dipôle permanent, c’est à dire si les charges électriques sont parfaitement 

symétriques, il n’y aura pas de couplage possible avec l’onde électromagnétique. Il n’y aura 

donc aucune absorption d’énergie. Les molécules polaires sont « transparentes » dans l’IR, on 

parle de transition inactive. Une transition active possède donc nécessairement un dipôle dont 

le module fluctue avec la distance interatomique. 

Un spectre infrarouge est ainsi composé de nombreuses bandes d’absorption. Il 

représente l'absorbance A (ou la transmittance T) en fonction du nombre d'onde σ 

correspondant à l'inverse de la longueur d'onde λ (le nombre d'onde étant proportionnel à 

l'énergie du rayonnement). L’absorbance est définie par la loi de Bouguer-Beer-Lambert : 

 �� �   	� �    �  �	� ���� � =  �� �   	� �    ��� 
 
avec  I0  intensité du rayonnement incident 

I intensité du rayonnement transmis 

ε coefficient d'extinction molaire 

c concentration de la substance absorbante 

l épaisseur de l'échantillon 

 
Dans le MIR, tout composé organique possède une signature qui lui est propre. C’est pour 

cette raison que cette technique est très souvent utilisée pour caractériser un échantillon. 

L’étude des spectres permet d’obtenir deux types d’informations : 

 

- Informations qualitatives : les liaisons chimiques absorbent à une longueur d’onde 

caractéristique. Des tables IR permettent d’attribuer les absorptions aux différents 

groupes chimiques en présence et donc d’identifier la ou les molécules présentes. 

-  Informations quantitatives : l’intensité de la bande d’absorption rend compte de la 

concentration du groupe chimique caractéristique de cette absorption (loi de Bouguer-

Beer-Lambert). Cependant cette linéarité n'est vérifiée que dans un domaine limité 

d'absorbance, situé en général entre 0.3 et 2. 
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Instrumentation 

 
L’imageur IRTF Spotlight 300 (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) est composé d’un 

microscope couplé à un spectromètre IR équipé de 2 détecteurs MCT refroidit à l’azote 

liquide (Figure 23). Un détecteur est composé de 16 éléments de 6.25 x 6.25 µm² pour 

l'imagerie spectrale et l'autre de 100 x 100 µm² pour l'acquisition de spectres points.  

 

 
Figure 23: Schéma descriptif de l'imageur infrarouge Spotlight 300 

 
Le microscope est connecté à une caméra permettant de visualiser et de sélectionner 

les zones d’intérêt à analyser sur l’échantillon. L’image visible est obtenue sous lumière 

blanche et son acquisition se fait à l’aide d’une platine motorisée. Grâce à ce système, il est 

possible de relier le spectre IR à des coordonnées spatiales (xy) et ainsi reconstruire une 

image spectrale de la zone analysée.  Le système permet d’analyser une surface maximum de 

1 cm2. Le logiciel Spectrum image sert à l'acquisition et la reconstruction des images 

spectrales (Figure 24). 
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Figure 24: Image visible et image spectrale de microsphères d'embolisation (Logiciel Spectrum image) 

 
Lors de l’acquisition des images IR, une source de lumière polychromatique (dans le 

moyen infrarouge) est focalisée sur l'échantillon à l'aide d'objectifs Cassegrain (mode 

transmission). Un système Z-fold permet de changer la taille du pixel de 6.25 µm² à 25 µm².  

 

 
Figure 25: Représentation schématique de l'interféromètre de Michelson (101) 

 
L’élément essentiel d'un spectromètre infrarouge à transformée de Fourier est 

l’interféromètre de Michelson (Figure 25). Il mesure simultanément les intensités des 

différents nombres d'onde transmis (ou absorbés) sur toute la gamme spectrale définie. Ce 
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dispositif est constitué d’une lame séparatrice semi-réfléchissante (en fluorure de calcium 

pour le moyen IR) sur laquelle arrive le faisceau incident. Ce faisceau est séparé en deux 

faisceaux : l’un est réfléchi sur un miroir fixe, et l’autre passe à travers la séparatrice puis est 

dirigé sur un miroir mobile. Les deux miroirs sont positionnés perpendiculairement l’un par 

rapport à l’autre. Le miroir mobile se déplace à vitesse constante le long de son axe. Le 

premier faisceau parcourt un trajet optique fixe et le deuxième, un trajet optique de longueur 

variable selon la position du miroir mobile. Les deux faisceaux se recombinent ensuite sur la 

séparatrice mais les différences entre les chemins optiques empruntés par les faisceaux créent 

des interférences. Lorsque les deux faisceaux parcourent le même trajet optique, ils sont en 

phase (même longueur d’onde) et leurs intensités s’ajoutent. On parle dans ce cas 

d’interférences constructives. A l’inverse, lorsque le trajet optique est différent, les faisceaux 

arrivent en opposition de phase (longueur d’onde différente) et l’intensité est alors nulle. On 

parle dans ce cas d’interférences destructives (Figure 26). 

 

 
Figure 26: Interférences constructives et destructives (103) 

 
L’ensemble des interférences constructives et destructives constituent 

l’interférogramme. Le faisceau modulé est ensuite réfléchi vers l’échantillon où il sera 

absorbé à certaines longueurs d’onde caractéristiques des liaisons atomiques impliquées. Le 

signal obtenu avec le détecteur MCT se présente comme un interférogramme contenant la 

somme de toutes les fréquences du faisceau absorbé par l’échantillon. Il est ensuite transformé 

en spectre infrarouge par une opération mathématique appelée transformée de Fourier, d’où 

l’appellation spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier. Le spectre infrarouge 

représente l’intensité en fonction de la fréquence ou nombre d’onde (Figure 27). 
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Figure 27: Principales étapes de l'obtention d'un spectre infrarouge (101) 

 

Prétraitements des spectres infrarouges 

 
Les prétraitements permettent de supprimer l’influence de phénomènes qui parasitent 

les spectres infrarouges. Ces phénomènes peuvent être d’ordre physique comme les effets de 

dispersion de la lumière tel que l’effet Mie qui peut être défini par la dispersion de la lumière 

par des particules sphériques de même taille que la longueur d’onde du rayonnement (106). 

Ils peuvent aussi être engendrés par le matériel utilisé (bruit de fond du détecteur) ou encore 

par des caractéristiques propres à l’échantillon analysé comme les différences d’épaisseur sur 

une coupe tissulaire. Ces étapes de prétraitements sont essentielles et doivent être appliquées 

avant toutes analyses statistiques ou chimiométriques pour obtenir un résultat représentatif et 

robuste. Les prétraitements sont réalisés en utilisant des fonctions mathématiques du logiciel 

OPUS 5,5 (Bruker). 

Correction de la ligne de base 

 
La correction de la ligne de base permet d’éliminer les distorsions et les dérives dues 

aux effets physiques. Lors de l’analyse d’un échantillon par spectroscopie infrarouge en mode 

transmission, un phénomène d’absorption de la lumière par l’échantillon est observé. D’autres 

phénomènes optiques comme les aberrations chromatiques ou le phénomène de diffusion et 

de diffraction de lumière peuvent être observés. Dans ces différents cas, une partie de la 

lumière transmise est alors déviée et n’est pas détectée. Ces phénomènes, entraînant une 
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déformation de la ligne de base des spectres, dépendent de la longueur du trajet optique à 

travers l’échantillon et des propriétés physiques de l’échantillon. Cette dérive peut être 

rectifiée en procédant à la correction de la ligne de base. Celle-ci consiste à modéliser, sous la 

forme d'équations, les différentes variations souvent retrouvées dans les régions où il n’y a 

aucune bande d'absorption. La modélisation de ces variations spectrales est réalisée à partir de 

quelques points du spectre. Le nombre de points est défini par l’opérateur et la ligne de base 

passant par ces points est assimilée à une fonction polynômiale. L’allure de cette ligne de base 

est dépendante du degré du polynôme choisi et du nombre de points sélectionnés (107). Les 

variations spectrales ainsi modélisées sont ensuite soustraites point par point au signal 

observé. 

Normalisation 

 
La normalisation vectorielle est une opération mathématique qui consiste à ramener 

les spectres à une même échelle afin de pouvoir les comparer aussi bien sur le plan quantitatif 

que sur le plan qualitatif. La méthode de normalisation vectorielle calcule d’abord la moyenne 

des valeurs d’absorbance (y) du spectre dans la gamme sélectionnée. Cette moyenne est 

ensuite soustraite à chaque valeur du spectre, de manière à positionner le milieu du spectre à y 

= 0. Ensuite, la somme des carrés des ordonnées (y) est calculée puis le spectre est divisé par 

la racine de cette somme (108). Après la normalisation des spectres, seules les intensités 

relatives peuvent être comparées. 

 

Prétraitements des images infrarouge 

 
Les prétraitements des images infrarouge sont réalisés en utilisant des fonctions 

mathématiques du logiciel Matlab 7.2 (The Mathworks, Natick, MA). 

Analyse en composantes principales 
 

Pour le prétraitement des données, les spectres sont numérisés et sont assimilés à des 

vecteurs. La longueur du vecteur (Nλ) dépend de la gamme spectrale et de la résolution 

spectrale. Un ensemble de Ns spectres constitue donc une matrice de données de dimensions 

Nλ × Ns. Les différentes variables (ici les nombres d'onde) contiennent des informations 
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redondantes, il est donc possible de réduire la dimension des données tout en conservant 

l'information liée à la variabilité (109). L'analyse en composante principale  (ACP) est un 

outil de compression qui permet de remplacer les variables redondantes par des composantes 

principales qui sont en fait des combinaisons linéaires des variables initiales (110-112). 

L’ACP est une méthode de traitement couramment utilisée en spectroscopie (113-115). 

Neutralisation de l’influence de la paraffine : l’EMSC 

 
L’analyse des images infrarouge est effectuée sur la gamme spectrale 900-1800 cm-1, 

considérée comme la zone la plus informative du spectre infrarouge. La majorité des 

échantillons analysés au cours de cette thèse proviennent de prélèvements inclus en paraffine. 

Hors, la paraffine absorbe dans le MIR aux longueurs d’ondes 1378 cm-1  et 1467 cm-1. Il est 

donc nécessaire de neutraliser son influence dans les spectres obtenus à partir de ces 

échantillons afin de ne conserver que les informations pertinentes lors des processus de 

classification et d’analyse statistique. 

Pour ce faire, nous avons utilisé une méthode de déparaffinage numérique appelé 

« extended multiplicative signal correction » (EMSC). L’EMSC a été développée dans le but 

de corriger les effets physiques de dispersion de la lumière sur les spectres infrarouge (116, 

117). Récemment, elle a été adaptée pour neutraliser la contribution de la paraffine au sein des 

spectres infrarouge (100). Cette méthode intègre également la correction de la ligne de base 

des spectres et une normalisation vectorielle des données spectrales. 
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Un spectre infrarouge si peut être décrit de la façon suivante : 
 � =  �!�" +  # $ + % & + '  
 

avec  
 �" ∈ ℝ1×, 

un spectre de , nombres d’onde, représentatif des spectres 

de l’échantillon (spectre moyen en général) 

   

$ ∈ ℝ-×, 
la matrice des - spectres représentatifs de chaque 

contaminant à retirer des données 

   

& = .10 ⋯ 11⋮ ⋱ ⋮,0 ⋯ ,1
4  ∈ ℝ�1+1�×, 

la transposée de la matrice de Vandermonde des , nombres 

d’onde ,. Elle est utilisée ici pour calculer 567, une 

fonction polynomiale d’ordre 1 représentant la déformation 

de la ligne de base des spectres enregistrés 

   '  ∈ ℝ1×, un vecteur d’erreur du model EMSC 

   �� scalaire un coefficient d’approximation de si par s" 

   #  ∈ ℝ1×- un vecteur de coefficients d’approximation de si par  

   %  ∈ ℝ1×�1+1� un vecteur de coefficients d’approximation de si par  

   

Pour construire la matrice des contaminants :, le spectre moyen de plusieurs spectres 

enregistrés sur la paraffine pure n’est pas suffisant. En effet, en raison de leur hétérogénéité, il 

est nécessaire de réaliser en premier lieu une analyse en composantes principales sur ces 

spectres. On notera cependant qu’un test qualité est réalisé sur les spectres de paraffine en 

amont de l’analyse en composantes principales. Ce test, basé sur des rapports d’amplitude de 

pics, permet d’écarter les spectres trop bruités ou ne présentant pas un signal de paraffine bien 

défini. Le spectre moyen ainsi que les composantes principales les plus représentatives de la 

paraffine (ayant les plus grandes valeurs propres donc expliquant la plus grande variabilité du 

signal de la paraffine) constituent la matrice des signaux contaminants :. 
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Les trois coefficients �!, �! et �! sont estimés par la méthode des moindres carrés dans 

le but de minimiser la somme des erreurs calculées sur chaque spectre  ∑ <6=>?@AB , avec , le 

nombre de données à corriger. Les spectres corrigés de la contribution des contaminants et de 

la déformation de leur ligne de base peuvent alors s’écrire sous la forme : 

 � %CDD = �!�" + '  
 

Afin d’analyser les différences biochimiques existantes entre les différents pixels, et 

non les différences d’épaisseur de la coupe tissulaire, les spectres sont normalisés autour du 

spectre moyen E" selon l’équation : 

� %CDDF = �" + ' �! 
 

À la suite de la correction par EMSC, les spectres infrarouge peuvent être utilisés dans 

un processus de classification. 

 

Traitements des images infrarouge 

Classification non supervisée des spectres : Classification K-
means 

 
L’algorithme des K-means (KM) est un algorithme de classification non supervisée 

couramment utilisé en classification de données (100, 102, 118). Il est également appelé 

algorithme des centres mobiles ou des K-moyennes. Il admet un paramètre devant être fixé a 

priori par l’utilisateur, à savoir le nombre de classes désirées, noté K. La procédure de 

classification est réalisée au fur et à mesure d’itérations consécutives et prend fin lorsqu’au 

moins un des deux critères d’arrêt est atteint. Le premier critère est l’optimisation d’une 

fonction objective, dont une valeur est calculée à chaque itération de l’algorithme. Si cette 

valeur objective ne varie plus au-delà d’un certain seuil (paramétrable) sur deux itérations 

successives, alors la classification est considérée comme convergente et le résultat final est 

révélé. Le second critère d’arrêt n’est autre qu’un nombre d’itérations maximum au-delà 

duquel l’algorithme dévoile le résultat de classification, que la fonction objective ait convergé 

ou non. Ce second critère est nécessaire dans certains cas, où les valeurs objectives 

consécutives oscillent et ne tendent pas à converger. 
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Concernant le processus de classification en lui-même, il faut tout d’abord distinguer 

la première itération des suivantes. Lors de cette première itération, K objets sont 

aléatoirement sélectionnés, ils constituent les K centroïdes, et représentent les centres de 

classes. Une matrice de distances (euclidiennes) entre tous les objets restants et chacun des 

centroïdes est calculée. Chaque objet est ensuite rattaché au centroïde le plus proche. Il est à 

noter ici que les affectations se font de façon exclusive et qu’à chaque objet ne correspond 

qu’un seul et unique centroïde. La première valeur de la fonction objective est également 

calculée. Cette valeur prend en considération la somme des distances de chaque objet avec le 

centroïde lui étant attribué suivant l’équation suivante : 

 

G =  H H IJ!�@� −  �@I>?
!AB

L
@AB  

 

Avec G la fonction objective à minimiser, M le nombre de centroïdes, , le nombre d’objets, 

J!�@� un objet � rattaché au centroïde �@. 

 

A partir de la deuxième itération, chacun des centroïdes est recalculé comme étant la 

moyenne des objets lui étant rattachés, on parle de repositionnement des centroïdes : 

�@ = N 1,@O H J!�@�?P

!AB  

Avec �@ le centroïde à recalculer et ,@ le nombre d’objets J!�@� lui étant rattachés. 

 

La matrice de distances entre eux et tous les objets est recalculée et chaque objet est 

rattaché au centroïde le plus proche. La fonction objective est calculée de nouveau et est 

comparée à sa précédente valeur (premier critère d’arrêt). Les itérations suivantes s’exécutent 

de la même manière et on remarquera qu’après avoir recalculé la matrice des distances, 

certains objets peuvent être rattachés à des centroïdes différents (Figure 28). 
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Figure 28: Principales étapes de la classification KM (www.wikipedia.org) 

 

Classification supervisée des spectres : Analyse discriminante 
linéaire 

 
L'analyse discriminante linéaire (ADL) est une méthode de classification dite 

supervisée. Cette méthode se réfère à un jeu de donnée de référence X, classé dans N groupes 

ou classes, pour déterminer l’appartenance d’un objet inconnu Y à l’une des N classes. Ces 

classes correspondent dans notre cas à un type de tissu de la tumeur VX2. Le concept de la 

ADL réside dans le fait que tous les spectres d'un même groupe ressemblent davantage au 

spectre moyen de ce groupe qu'au spectre moyen d'un autre groupe. Cette ressemblance est 

basée sur un calcul de distance interspectrale. Dans un premier temps, on recherche un 

ensemble d'axes (ou fonctions discriminantes) qui résument au mieux la distance entre deux 

classes différentes. Si on se place dans le cas où le nombre d'individus est supérieur au 

nombre de variables, alors on pourra trouver N-1 fonctions discriminantes. Dans ce nouveau 

repère, on cherchera à maximiser la distance entre les spectres de deux groupes différents 

(variance intergroupe) et à minimiser la distance entre les points d'un même groupe (variance 

intragoupe) (113, 119). Pour prédire la classe d'appartenance d'une nouvelle observation, on 

calcule la distance (par exemple, euclidienne) entre cette observation et les centres de chaque 

classe. L'algorithme donne alors une probabilité d'appartenance à chaque classe. Si cette 

probabilité est supérieure à un certain seuil (0,75 dans notre cas), alors l'observation 

appartient à la classe identifiée. 
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C. La microspectrofluorométrie 

Généralités (104, 120) 

 
C’est en 1845 que le scientifique John Frederick William Herschel observa pour la 1ère 

fois le phénomène de fluorescence sur une solution de quinine. Les analyses fluorimétriques 

ont vu le jour en 1867 grâce à Friedrich Goppelsröder. La grande sensibilité et la sélectivité 

des techniques de fluorescence ont permis de développer de nombreuses applications dans les 

domaines de la physique, la chimie ou encore la biologie. 

La fluorescence se traduit par l’émission de photons lorsqu’une molécule, dans un état 

excité (état singulet) après exposition à une source lumineuse excitatrice (UV/visible),  

retourne à son état énergétique fondamental (phénomène de relaxation). Des phénomènes 

compétitifs de cette émission de photons peuvent se produire lors du retour à l’état 

fondamental (Figure 20) : 

 

- L’énergie absorbée peut être dissipée à l’environnement. Ce mécanisme est favorisé à 

hautes températures. On parlera dans ce cas de conversion interne. 

- Une fois l’état excité atteint, les molécules peuvent passer d’un état singulet à un état 

triplet. C’est à partir de cet état que le phénomène de phosphorescence apparaît. On 

parlera dans ce cas de conversion inter-système. 

 
Le rendement quantique de fluorescence φ permet d’évaluer la fraction de molécules 

excitées qui émettent un photon comparée aux autres voies de désexcitation possible. Il 

représente le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés. 

Interaction rayonnement-matière (104, 120, 121) 

 
Une molécule fluorescente est caractérisée par des spectres d’excitation et des spectres 

d’émission (Figure 29). Un spectre d’excitation d’une molécule est obtenu en mesurant la 

fluorescence émise à une longueur d’onde fixe et en faisant varier la longueur d’onde 

d’excitation. Le spectre d’excitation d’une molécule est obtenu en mesurant la fluorescence 

émise aux différentes longueurs d’onde d’émission en excitant à une longueur d’onde fixe. La 

longueur d’onde d’excitation optimale qui correspond à une intensité maximale d’émission de 

fluorescence ne correspond pas obligatoirement au maximum d’absorption du composé. En 
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pratique on mesure l’intensité de fluorescence pour chaque valeur de longueur d’onde 

d’excitation pour trouver celle qui optimise le phénomène. 

 

 
Figure 29: Spectres d'excitation et d'émission de fluorescence (http://www.edu.upmc.fr) 

 
La longueur d’onde du maximum d’émission est inférieure à la longueur d’onde du 

maximum d’excitation. La distance entre ces maxima est appelée le déplacement de Stockes. 

La détection d’une molécule fluorescente est d’autant plus facile que le déplacement de 

Stockes est important. Ce décalage s’explique par le fait que la molécule excitée perd de 

l’énergie avant de revenir à son état fondamental impliquant ainsi une diminution de l’énergie 

émise par rapport à l’énergie d’excitation. 

D’autre part, le spectre d’émission est identique quelque soit la longueur d’onde 

excitatrice choisie (règle de Kasha). Cela est dû au fait que la relaxation vibrationnelle de la 

molécule (10-12s) est généralement plus rapide que son émission de fluorescence (10-8s). 

Enfin, l’intensité d’émission est proportionnelle à l’intensité de l’excitation (120). L’intensité 

du spectre d’émission est donc maximale au maximum d’intensité du spectre d’excitation.  
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Il est possible de représenter l’intensité de fluorescence F (ou brillance) en fonction de 

l’intensité du rayonnement incident �ο selon la formule suivante : 

 R = S�� − ��� = S���1 − �TUVW� 
 
Avec φ rendement quantique 

I0  intensité du rayonnement incident 

 I intensité du rayonnement transmis 

ε coefficient d'extinction molaire 

c concentration de la substance absorbante 

l épaisseur de l'échantillon 

 
En général, ��� < 0.02 et on peut faire l’approximation �TUVW ≈ 1 − ��� . La 

formule peut être simplifiée : R = S �� ��� 
 

L’intensité du rayonnement d’une molécule fluorescente est donc proportionnelle à la 

concentration de cette molécule et à l’intensité d’excitation. Cependant cette relation présente 

les mêmes limites que la loi de Beer-Lambert sur laquelle elle est basée. En effet, l’intensité 

de fluorescence n’est plus proportionnelle au-delà d’une certaine concentration de fluorophore 

et peut même décroître comme c’est cas avec les phénomènes de quenching dynamique (la 

fluorescence est désactivée via une collision avec une autre molécule) ou  statique (formation 

de complexe stable et non fluorescent avec une autre molécule). 

Instrumentation 

 
L’appareil utilisé est le microspectrofluorimètre Dilor V45 (Jobin-Yvon/Horriba, Lille, 

France). Il est basé sur le couplage optique entre un microscope confocal et un spectromètre 

permettant l’acquisition des spectres d’émission de fluorescence des échantillons analysés 

(Figure 30). 
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Figure 30: Représentation schématique du microspectrofluorimètre (122) 

 
Cet appareil est équipé d’un laser Argon ionisé (série 2000, Spectra Physics, UK) 

capable de générer diverses raies  monochromatiques (de 300 nm à 800 nm). Un filtre 

interférentiel permet d’éliminer les raies parasites avant l’entrée du faisceau dans le 

spectrofluorimètre. Un filtre Notch (passe-haut) est également ajouté pour diminuer  

l’intensité de la source d’excitation et éviter les phénomènes optiques non spécifiques 

entrainés par la superposition des trajets optiques du rayon d’excitation et d’émission. Un 

diaphragme à ouverture variable (ou trou confocal) de 50 à 1000 µm, placé dans le plan focal 

image, confère la confocalité du système (Figure 31).  

 

 
Figure 31: Principe de la focalisation du faisceau (122) 

 
L’objectif du microscope focalise le faisceau laser sur l’échantillon et collecte la 

fluorescence émise. Une optique de couplage permet de projeter l’émission de fluorescence 

sur la fente d’entrée du spectrographe stigmatique. La lumière émise est ensuite dispersée par 
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le réseau (300 traits/mm) et est analysée par un détecteur CCD (coupled charge device) 

bidimensionnel de 1200 x 300 pixels, refroidit par effet Peltier. 

Avant toute utilisation de l’appareil, une solution contrôle de fluorescéine est analysée 

pour vérifier son étalonnage. L’image spectrale est obtenue par cartographie, c’est-à-dire par 

acquisition ponctuelle et déplacements successifs de la platine motorisée sur un axe ou une 

surface définis par l’opérateur. La résolution spatiale de l’image n’est donc pas définie par les 

dimensions du détecteur mais par le pas entre 2 mesures spectrales. 

Traitement des données numériques 

 
Les différentes études réalisées au cours de cette thèse portent sur l’analyse de coupes 

tissulaires de foie (ou de tumeur du foie). Le but de ces études est de quantifier la 

doxorubicine qui a diffusée dans le tissu autour des vaisseaux embolisés par des 

microsphères. Lors des analyses, nous avons observé que la longueur d’onde maximale 

d’émission du tissu (550 nm) était très proche de celle de la doxorubicine (600 nm). Le signal 

de fluorescence collecté ne représentait donc pas la fluorescence de la doxorubicine seule 

mais l’addition de celle du tissu et du principe actif. Nous avons donc réalisé une 

déconvolution spectrale afin d’éliminer la contribution du signal tissulaire dans le signal total. 

Pour ce faire, nous avons utilisé 2 spectres d’émission de référence : un spectre d’émission du 

tissu sans doxorubicine et un spectre d’émission de la doxorubicine pure. Sur la base de ces 

spectres de référence, le logiciel (LabSpec, Horiba scientific) est capable de déterminer la 

contribution de chacun des signaux dans le signal total puis de soustraire la contribution du 

signal tissulaire. 
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Chapitre 2 : L’optimisation et la standardisation comme 
nouveaux enjeux pour les microsphères  
 

Le développement des microsphères d’embolisation vise à standardiser la procédure 

de chimioembolisation dans le cas de patients atteints de CHC non opérables. Cependant, un 

problème majeur réside dans le fait qu’il existe une grande disparité entre les solutions 

injectées chez les patients et que les études comparatives entre ces différentes préparations ne 

sont que peu représentées dans la littérature scientifique. De fait, beaucoup de questions se 

posent quant à l’impact qu’ont les propriétés de ces microsphères (type, taille, concentration 

en anticancéreux) sur l’efficacité du traitement. 

Plusieurs études in vitro ont montré que des microsphères de différents types 

présentaient des propriétés d’élution spécifiques en raison de leurs propriétés 

physicochimiques respectives (78, 123, 124). D’autres études ont rapporté que des 

microsphères de petites tailles diffusaient l’anticancéreux plus rapidement que des 

microsphères plus larges (125, 126), ou encore que la concentration de chargement en 

principe actif influençait également la vitesse de relargage du médicament (125, 127). Ces 

études montrent bien l’influence de ces facteurs sur les propriétés d’élution mais sont 

insuffisantes pour standardiser le choix du type, de la taille et de la concentration en principe 

actif des microsphères. Dans le but de relier les propriétés d’élution aux effets antitumoraux 

induits par le traitement, il est nécessaire de réaliser des études comparatives sur des modèles 

expérimentaux, i.e. rattacher les différences de comportements des microsphères à leurs 

impacts sur l’activité antitumorale. 

L’observation de ces comportements nécessite toutefois l’utilisation d’outils adaptés, 

que ce soit dans la détection des microsphères au sein de l’échantillon ou encore dans la 

mesure du principe actif, qu’il soit diffusé ou non dans les tissus. Les microspectroscopies 

optiques apparaissent ici comme des outils pouvant apporter des réponses concrètes à la 

question du comportement des microsphères in vivo. À partir d’une coupe tissulaire contenant 

des microsphères, il est possible grâce à ces technologies de quantifier le principe actif au sein 

des microsphères mais également dans les tissus situés autour des vaisseaux occlus (79, 96, 

99). Au-delà de l’aspect quantitatif, la microspectroscopie infrarouge est également capable 

de caractériser la morphologie et la composition biochimique des tissus étudiés, ceci grâce à 

des images spectrales obtenues à partir de coupes tissulaires non colorées. En d’autres mots, 

cette technique peut différencier les zones de nécrose tumorale des zones de tumeur viable sur 
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une coupe tissulaire, et ceci à une résolution spatiale de l’ordre de la cellule (128). Toutes ces 

caractéristiques apparaissent comme des atouts potentiels pour l’étude du comportement des 

microsphères dans un tissu et pour la visualisation de l’activité cytotoxique du traitement. 

Les enjeux des différents travaux présentés dans ce manuscrit sont dans un premier 

temps de décrire à l’aide de l’histologie conventionnelle ou de l’imagerie spectrale infrarouge, 

les effets de différentes tailles, de différents types de microsphères et de différentes 

concentrations de chargement sur les modifications tissulaires ; puis dans un second temps de 

relier ces modifications aux différents comportements des microsphères (propriétés d’élution). 

Les informations apportées par ces études seront susceptibles d’impacter le choix de la 

solution à injecter aux patients atteints de CHC non opérables. 
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Chapitre 1: Etude de l’efficacité en fonction de la taille 

A. Travaux antérieurs 
 

La taille des microsphères est parfaitement calibrée mais il n’y a pas réellement de 

données dans la littérature qui définissent la taille optimale pour une CHE. Comme nous 

avons pu le voir précédemment, la taille des microsphères utilisées en cliniques est variable 

(129). Plusieurs études ont démontré que la taille des microsphères avait une influence sur le 

chargement et l’élution du principe actif mais également sur leur répartition au sein du tissu 

cible. 

Influence sur le chargement 

 
Deux études sur les DC Bead™  effectuées par Lewis et al. (78, 130) ont démontré 

qu’une microsphère de petite taille se chargeait plus rapidement qu’une microsphère plus 

large pour une même concentration de doxorubicine (Figure 32).  Ce phénomène est en partie 

expliqué par un effet de surface, les microsphères plus petites présentant une surface 

d’échange plus importante avec le milieu de contact que les plus larges. Les résultats obtenus 

montraient qu’un temps de chargement de 120 minutes était nécessaire pour que les DC 

Bead™  700-900 µm chargent 99% d’une concentration de doxorubicine à 25 mg contre 

seulement 20 minutes pour les DC Bead™  100-300 µm. La cinétique de chargement détaillée 

dans la figure 32 permet de visualiser parfaitement cette tendance. 

 

 
Figure 32:Cinétique de chargement  de la doxorubicine en fonction de la taille des DC Bead™ (78, 130) 
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Répartition des microsphères dans le tissu cible 

 
Une étude publiée en 2008 a montré, sur un modèle de tumeur du foie VX2 

développée chez le lapin, que les microsphères de petites tailles se logeaient 

préférentiellement dans la tumeur ou à proximité des marges tumorales en comparaison avec 

des microsphères plus larges (131). Les auteurs ont étudié, par imagerie IRM et sur coupes 

tissulaires, la répartition de microsphères d’acrylique de taille 100-300 µm et 300-500 µm 

chargées en magnétite (Tableau 8). 

 
Tableau 8: Répartition tissulaire des EmboSphere™ en fonction de leur taille (131) 

 
 

Cependant, l’effet de cette répartition sur l’action antitumorale du traitement n’a pas 

été évalué. Une seconde étude, dans un modèle de rein de porc, a démontré que des 

microsphères de taille 70-150 µm (chargées en DOX) se logeaient plus en profondeur dans 

l’organe cible et présentaient une distribution plus dense que des microsphères de taille 100-

300 µm induisant ainsi une répartition plus uniforme du principe actif (132). 

Influence sur les propriétés d’élution 

 
Plusieurs études in vitro ont démontré qu’une microsphère de petite taille se vidait 

plus rapidement qu’une microsphère plus large pour une même concentration de doxorubicine 

chargée (125) (Figure 33). De la même façon que pour la vitesse de chargement, l’élution plus 

rapide des petites microsphères est le résultat d’une plus grande surface d’échange avec le 

milieu de contact. 
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Tableau 9: Etudes in vitro comparant les temps
microsphère (126) 

Etudes in vivo

 
Une étude préclinique comparative entre des DC Bead
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Tableau 10: Types de lésions tissulaires associées à la présence des DC Bead 100-300 µm et 700-900 µm (79) 

 
 

Récemment, une étude clinique a également démontré les bénéfices de l’utilisation de 

petites microsphères pour la CHE. Padia et al. ont obtenu une diminution significative du 

syndrome postembolisation lors d’une CHE avec des DC Bead™ 100-300 µm par 

comparaison avec une CHE avec des DC Bead™ 300-500 µm chargée à une même 

concentration de doxorubicine (134). De plus, la durée de vie des patients traités avec les 

petites microsphères était significativement augmentée (Figure 34). 

 

 
Figure 34: Les DC Bead™ 100-300  engendrent une diminution du syndrome postembolisation et un bénéfice en 
terme de survie des patients (134) 

 

B. Objectifs 
 

Cette étude est réalisée dans le cadre d’une collaboration avec un industriel. Les 

résultats étant confidentiels, nous avons l’autorisation de les présenter dans ce rapport à la 

condition de masquer les noms et les tailles des microsphères utilisées. 

Dans cette étude, deux tailles de microsphères du même fabricant (produit A ) sont 

analysées dans un modèle de foie de porc: 

 

- Les microsphères de petite taille sont notées « taille 1 » 

- Les microsphères plus large sont notées « taille 2 » 
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Les objectifs de cette étude sont de déterminer si les microsphères de petites tailles se 

vident plus rapidement que les microsphères plus larges entrainant : 

 

- une nécrose du tissu hépatique plus importante 

- une concentration de DOX dans les microsphères moins élevée aux différents délais 

d’analyse 

- une concentration tissulaire de DOX plus importante autour des vaisseaux occlus 

C. Matériels et méthodes 

Chargement des microsphères d’embolisation 

 
Les deux tailles de microsphères sont chargées à une même concentration de  

doxorubicine de 17 mg DOX/mL de microsphères et selon la procédure indiquée par le 

fabricant. Elles sont chargées avec un flacon de 50 mg de doxorubicine (Adriblastine®, 

chlorhydrate de doxorubicine, Pfizer, New York, USA). 

Modèle animal 

 
Cette étude est réalisée sur le foie de porc. Ce modèle a déjà été utilisé pour étudier, 

après une injection intraartérielle hépatique, la distribution et les modifications tissulaires 

engendrés par différents types de médicaments ou d’agents d’embolisation (78, 79, 135). De 

plus, l’embolisation est réalisée avec le même matériel qu’en pathologie humaine. 

Dix-huit porcs sont traités aléatoirement avec des microsphères de taille 1 (n=9) et de 

taille 2 (n=9). Un vétérinaire assure un suivi des animaux après embolisation (état général, 

poids, numération sanguine, analyses biochimiques…) jusqu’au sacrifice. Les animaux sont 

sacrifiés à trois délais différents après traitement : 

 

- 7 jours (taille 1 : n=3 ; taille 2 : n=3) : ce délai correspond au maximum de nécrose 

observé après embolisation (75, 76) 

- 1 mois (taille 1 : n=3 ; taille 2 : n=3) : ce délai correspond généralement au 1er suivi 

après une embolisation chez les patients (83, 91, 92). La concentration de 

doxorubicine devrait décroître (96) et le processus de cicatrisation s’initialiser 

- 3 mois  (taille 1 : n=3 ; taille 2 : n=3) : la nécrose devrait disparaître et laisser place à 

un tissu fibreux (79) 
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Prélèvements 

 
Les foies sont extraits puis examinés macroscopiquement. Les échantillons tissulaires 

ont été immédiatement prélevés dans le lobe gauche (ciblé par l’embolisation) à différents 

niveaux de coupe, inclus dans un milieu dédié à la cryosection  (OCT TissueTek®, Sakura) et 

congelés dans l’azote liquide. Les échantillons congelés sont ensuite placés à -80 °C jusqu'au 

moment de l'analyse. Le reste du tissu est fixé par imprégnation dans une solution de formol 

pendant au moins 24 heures. 

Analyses histopathologiques 

 
Des tranches de tissu (1 à 2 cm d’épaisseur) sont coupées à partir des lobes gauches 

fixés au formol supposés contenir les microsphères. Les échantillons sont ensuite déshydratés 

par une série de bains d’alcool, fixés dans le xylène et inclus en paraffine. Des coupes 

tissulaires (3 à 4 µm d’épaisseur) sont réalisées grâce à un microtome, colorées à l’HES puis 

examinées avec un microscope optique (Leitz Diaplan, Leica, Wetzlar, Allemagne). Sur 

chaque lame nous avons observé la présence de nécrose hépatique et également le type de 

tissu présent autour des vaisseaux occlus. Après numérisation des lames, l’épaisseur de 

nécrose après 7 jours de traitement est mesurée en partant du bord des microsphères jusqu’à 

atteindre une zone de parenchyme hépatique saine (Figure 35). 

 

 
Figure 35: Mesure de l'épaisseur de nécrose autour d'un vaisseau embolisé 
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Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
La microspectroscopie infrarouge est utilisée pour quantifier la concentration de DOX 

retenue dans les microsphères à chaque délai de sacrifice. 

Acquisition des images infrarouge 

 
Des coupes tissulaires sont réalisées à partir des blocs congelés de foie de porc à l’aide 

d’un cryomicrotome à une épaisseur de 8 µm. Elles sont disposées sur un support en CaF2 

(Crystran Ltd, Poole, UK) transparent aux rayonnements infrarouge. Une coupe adjacente est 

également réalisée et colorée à l’hémalun-éosine (HE) afin de repérer plus facilement les 

microsphères présentes sur la coupe non colorée servant à l’analyse IR. 

En parallèle, nous avons préparé des solutions de microsphères chargées avec des 

concentrations connues de doxorubicine (de 0,7 mg à 13,6 mg DOX/mL de microsphères). 

Les microsphères sont inclues dans le milieu de cryosection et directement congelées à l’azote 

liquide comme effectué précédemment avec les échantillons tissulaires. Ensuite, des coupes 

sont réalisées à partir des différentes préparations congelées (8 µm) et disposées sur un 

support en CaF2. 

Les lames, issues des prélèvements tissulaires ou des préparations de microsphères, 

sont analysées avec le microspectromètre Spotlight 300 à transformée de Fourier (Perkin 

Elmer, Courtaboeuf, France) en utilisant le mode image de l'instrument. Une zone d’intérêt est 

définie autour de chaque vaisseau obstrué ou de chaque microsphère et une image visible de 

l'échantillon est acquise (Figure 36). Avant d’effectuer l'image infrarouge de l’échantillon, un 

spectre de référence est collecté sur une zone « propre » de la lame (sans échantillon). Ce 

spectre, contenant les variations dues aux conditions atmosphériques (vapeur d’eau, CO2), 

sera soustrait à tous les spectres de l’échantillon. L’acquisition de l’image infrarouge est 

effectuée en transmission avec une taille de pixel de 6,25 µm2, une résolution spectrale de 4 

cm-1, un nombre d’accumulations de 8, sur la gamme spectrale 4000-800 cm-1. Nous obtenons 

à la fin de l’acquisition une image infrarouge brute en transmittance (Figure 36). 
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Figure 36: Image visible et image en transmittance d'un vaisseau occlus par des microsphères chargées en DOX 
(logiciel Spectrum image) 

 

Extraction et prétraitements des spectres infrarouge 

 

Les spectres sont extraits des pixels situés à l’intérieur des microsphères (centre et 

périphérie, n ≥ 5 par microsphères, Spectrum image logiciel, Perkin Elmer). Ils sont 

conjointement convertis en absorbance, coupés sur la gamme 1800-880 cm-1, corrigés de la 

déformation de la ligne de base et normalisés vectoriellement (logiciel Opus v5.5, Bruker 

Optik GmbH, Allemagne).  

Courbe de calibration 

 
La première étape est d’identifier les bandes d’absorption caractéristiques de la 

doxorubicine et du polymère composant les microsphères (gamme spectrale d’étude : 900-

1800 cm-1). Pour ce faire, nous avons comparé visuellement les spectres obtenus sur de la 

doxorubicine pure, les microsphères chargées en doxorubicine (de différentes concentrations) 

et les microsphères non chargées (Figure 37). 
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Figure 37: Spectres infrarouge moyens de la doxorubicine pure, du produit A chargé en DOX et du produit A non 
chargées 

 
En comparant ces 3 spectres moyens, on peut s’apercevoir que la bande d’absorption 

située à 988 cm-1 est commune aux spectres de la doxorubicine pure et des microsphères 

chargées et qu’elle est absente sur le spectre de la microsphère non chargée. Cette bande 

d’absorption est donc spécifique de la signature de la doxorubicine au sein de la microsphère. 

L’intensité de la bande d’absorption est proportionnelle à la concentration de la molécule 

identifiée selon la loi de Burguer Beer-Lambert. Il est donc possible, en calculant l’aire sous 

la bande située à 988 cm-1 d’extraire des informations quantitatives quant à la quantité de 

doxorubicine présente dans les microsphères. 

La deuxième étape est de convertir la valeur d’aire en concentration. Nous avons pu 

tracer une courbe de calibration (Figure 38) en reliant les valeurs d’aires, obtenues à partir des 

différentes préparations de microsphères (n=143), aux concentrations de chargement utilisées. 

La courbe de calibration donnant le meilleur coefficient de corrélation a été obtenue en 

effectuant le ratio des aires des bandes situées à 988 cm-1 et 1406 cm-1 (A988/A1406), 

attribuées respectivement à la doxorubicine et au polymère (R2=0.9689). 



Chapitre 1: Etude de l’efficacité en fonction de la taille 

 

81 

 
Figure 38: Courbe de calibration obtenue en IR sur les microsphères chargées (de 0,7 à 13,6 mg/mL microsphères) 

 
La limite de quantification (0,7 mg DOX/mL de microsphères soit 4% de la 

concentration initiale) est déterminée en comparant statistiquement (Mann Whithney, MW) 

les ratios A988/A1406 obtenus avec les microsphères non chargées et chacune des 

préparations de microsphères chargées. 

Nous avons ensuite projeté sur cette droite, les valeurs d’aires calculées pour les 

microsphères injectées dans le foie afin d’obtenir la concentration résiduelle après 7 jours, 1 

mois et 3 mois de traitement. 

Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 
La microspectroscopie de fluorescence est utilisée pour quantifier la concentration 

tissulaire de DOX autour des vaisseaux occlus à chaque délai de sacrifice. 

Acquisition des images de fluorescence 

 
Avant toute utilisation de l’appareil, une solution contrôle de fluorescéine est analysée 

pour vérifier son étalonnage. Nous avons travaillé à partir des coupes tissulaires analysées en 

IR. Les acquisitions sont effectuées, en s’éloignant peu à peu du vaisseau (à 25 µm, 400 µm et 

800 µm), avec un microspectromètre (V45 Dilor, Jobin-Yvon/Horiba, Lille, France) équipé 

d’un objectif 10x (ouverture numérique 0,25), et avec un temps d’exposition de 10s (n=6 

spectres en chaque point) (Figure 39). 
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Figure 40: Courbe de calibration obtenue en fluorescence sur les homogénats DOX + tissu (de 7,6 µmol DOX/ g tissu à 
1 mg DOX/mg tissu) 

 
Les concentrations tissulaires de DOX à 7 jours, 1 mois et 3 mois sont obtenues en 

projetant sur la courbe étalon les valeurs d’aires calculées à 25µm, 400µm et 800µm de 

distance du vaisseau occlus. 

D. Résultats 

Analyses histopathologiques 

 
Après 7 jours de traitement, la nécrose du parenchyme hépatique est présente sur 92% 

des coupes tissulaires (11/12) provenant des foies embolisés avec les microsphères de taille 1 

contre 58% avec les microsphères de taille 2 (7/12) (p=0,0593, chi2) (Tableau 11). 

Néanmoins, nous avons observé la présence de nécrose autour des vaisseaux embolisés dans 

52% des cas avec les microsphères de taille 1 et seulement dans 29% des cas avec les 

microsphères de taille 2 (p=0,0173, chi2) (Tableau 11). De plus, la nécrose autour de ces 

vaisseaux est plus étendue avec les microsphères de taille 1 qu’avec celles de taille 2 

(p=0.0429, MW) (Figure 41). 
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Figure 41: Épaisseur de nécrose autour des vaisseaux embolisés à 7 jours de traitement 

Après 1 mois de traitement, la présence de nécrose diminue fortement et n’est 

observée que sur 31% des coupes tissulaires (4/13) pour la taille 1 et sur aucune des coupes 

tissulaires pour la taille 2 (0/12) (p=0,0360, chi2). Aucune nécrose n’est observée autour des 

vaisseaux occlus (Tableau 11). 

Après 3 mois de traitement, nous n’avons pas retrouvé de nécrose que ce soit sur les 

coupes tissulaires ou autour des vaisseaux occlus (Tableau 11). 

 

Tableau 11: Présence de nécrose sur les coupes tissulaires et autour des vaisseaux occlus 

 

 

Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
Un total de 347 microsphères est analysé par microspectroscopie infrarouge. Nous 

remarquons tout d’abord que la concentration de DOX dans les microsphères diminue avec le 

temps. Pour la taille 1, la concentration de DOX est de 4,75 mg DOX/mL microsphères à 7 

jours et en dessous de la limite de quantification aux deux délais 1 mois et 3 mois. Ces 

concentrations correspondent respectivement à un pourcentage d’élution de 72% à 7 jours et 

de plus de 96% après 1 mois et 3 mois (Tableau 12). Pour la taille 2, la concentration de DOX 

est de 6,32 mg DOX/mL microsphères à 7 jours, de 1,74 mg DOX/mL microsphères à 1 mois 
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et en dessous de la limite de quantification après 3 mois. Ces concentrations correspondent 

respectivement à un pourcentage d’élution de 63% à 7 jours, de 90% à 1 mois et de plus de 

96% à 3 mois (Tableau 12). 

La comparaison statistique entre les deux tailles n’est pas significative à 7 jours 

(p=03358, MW) et n’a pas pu être réalisée aux délais les plus élevés à cause des valeurs 

obtenues en dessous de la limite de quantification. Afin d’établir une comparaison statistique 

dans ce genre de cas, nous avons comparé nos données de façon qualitative à l’aide du test 

statistique chi2 (χ2) (Tableau 12). Les valeurs au dessus de la limite de quantification sont 

remplacées par le terme « détectable » et les valeurs en dessous de la limite de quantification 

sont remplacées par le terme « non détectable ». 

 

Tableau 12: Quantification de la doxorubicine dans les microsphères, pourcentages de rétention et d'élution en 
fonction du délai (limite de quantification : 0,7 mg DOX/mL microsphères) 

 
 

La comparaison statistique entre les deux tailles n’est pas significative à 7 jours 

(p=0,2448, chi2) avec 85,3% (81 microsphères sur 95) des microsphères de taille 1 et 76,9% 

(30 sur 39) des microsphères de taille 2 contenant encore une quantité de doxorubicine 

détectable. À 1 mois, seulement 19% des microsphères de taille 1 (11 sur 58) contiennent 

encore une quantité décelable de principe actif contre 50% (9 sur 18) des microsphères de 

taille 2 (p=0,009, chi2). À 3 mois, la comparaison entre les deux tailles n’est pas significative 

avec 5,7% des microsphères de taille 1 (5 sur 87) et 0% des microsphères de taille 2 (15 sur 

15) contenant encore une quantité de doxorubicine détectable (p=0,1920, chi2). 
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Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 
Un total de 66 vaisseaux est analysé en microspectroscopie de fluorescence. Nous 

avons détecté la doxorubicine à 25 µm des microsphères mais aux distances de 400 et 800 µm 

les valeurs sont en dessous de la limite de détection (7,6 µmol DOX/g tissu).  La 

concentration tissulaire à 25 µm de distance décroît avec le temps et est supérieure avec les 

microsphères de taille 2 après 7 jours de traitement (1138 µmol DOX/g tissu versus 382 µmol 

DOX/g tissu pour les taille 1, p<0,0001). Elle est globalement plus élevée pour la taille 2 aux 

autres délais mais n’a pu être comparée statistiquement à cause des valeurs obtenues en 

dessous de la limite de quantification (Tableau 13). L’analyse qualitative des données 

n’apporte pas d’informations supplémentaires du fait que la doxorubicine n’est pas détectable 

à 400 µm et 800 µm de distance pour les deux tailles. 

 
Tableau 13: Concentration de doxorubicine tissulaire en fonction de la distance d’éloignement du vaisseau (limite de 
quantification : 7,6 µmol DOX/g tissu) 

 
 

E. Discussion 
 

Les deux tailles de microsphères analysées sont associées avec la présence de nécrose 

du parenchyme hépatique témoignant de l’effet cytotoxique du traitement. Par ailleurs, nous 

retrouvons plus souvent de la nécrose hépatique, et sur une zone plus étendue, autour des 

vaisseaux embolisés avec les microsphères de taille 1. Cette modification tissulaire peut être 

associée au fait que les microsphères de taille 1 se sont vidées plus rapidement entrainant 

ainsi une diffusion plus lointaine de la doxorubicine dans le tissu. La disparition quasi 
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complète de la nécrose à 1 mois et complète à 3 mois témoigne de l’activation du processus 

de réparation tissulaire, sans différence notable entre les deux tailles analysées. 

Le fait de retrouver plus de doxorubicine au bord du vaisseau avec les microsphères de 

taille 2 témoigne d’une élution plus lente entrainant une diffusion moins importante de la 

DOX. Les microsphères de taille 2 contiennent encore 10% de la concentration initiale de 

chargement après 1 mois de traitement entrainant une durée d’élution plus soutenue dans le 

temps que les microsphères de taille 1 qui sont déjà vides à ce délai. L’analyse qualitative des 

données montre que la durée de réservoir des microsphères de taille 1 est d’environ 1 mois et 

se situe entre 1 mois et 3 mois pour les microsphères de taille 2. En effet, les microsphères 

plus larges ont une plus grande capacité de chargement donc à concentration de chargement 

identique, elles contiennent plus de médicament et mettent plus de temps pour l’éluer. 

D’autre part, la doxorubicine est métabolisée et éliminée au sein du parenchyme 

hépatique ce qui peut considérablement diminuer les concentrations tissulaires. Le pic de 

concentration tissulaire est observé dans les premières heures qui suivent l’embolisation. Cela 

a été démontré, dans un modèle de foie de porc, par l’équipe de Dreher et al. (132). Ils ont 

observé des concentrations tissulaires importantes de doxorubicine aux abords des 

microsphères entre 30 minutes et 1h (≈ 30-40 µmol/L) après la CHE, puis une stabilisation à 

des concentrations élevées entre 1h et 8h (≈ 20-15 µmol/L) et enfin une forte diminution après 

24h (≈ 0,5-5 µmol/L) (132).  Par conséquent, si les microsphères de taille 1 se sont vidées 

rapidement, la majorité de la DOX relarguée a pu être éliminée du tissu avant l’analyse. Il 

aurait été nécessaire d’avoir des délais intermédiaires avant 7 jours. Une autre limite de 

l’étude est le manque de points de mesure entre 25 µm et 400 µm de distance afin de mieux se 

représenter la distribution de la DOX. 

F. Conclusions 
 

Cette étude confirme la tendance observée dans les études in vitro ; i.e les 

microsphères de petites tailles se vident de leur principe actif plus rapidement que les 

microsphères plus larges. Les différences concernant les propriétés d’élution ne sont pas 

significatives ou n’ont pas pu être comparées quantitativement entre les tailles à tous les 

délais, mais l’analyse qualitative des données confirme bien l’élution plus rapide de la 

doxorubicine avec les petites microsphères. L’activité cytotoxique est également plus 

marquée avec les microsphères de petites tailles. Outre le fait qu’elles se soient vidées plus 
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rapidement, cela pourrait être due à une embolisation plus dense et plus distale du territoire 

tissulaire (131, 132). 
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Chapitre 2: Etude de l’efficacité en fonction du type de 
microsphère utilisé 

A. Travaux antérieurs 
 

Les types de microsphères utilisés en CHE sont différents en termes de composition. 

Le matériel qui les compose a des propriétés d’élasticité, de déformation et de 

biocompatibilité qui lui sont propres. Ces différentes propriétés sont susceptibles d’influencer 

la capacité de chargement et d’élution du principe actif mais aussi la répartition des 

microsphères au sein du tissu cible et le diamètre des vaisseaux occlus. Sur la base de ces 

différences, l’efficacité du traitement peut varier d’un type de microsphère à l’autre. 

Influence sur le chargement 

 
Le chargement du principe actif dans la microsphère modifie la taille, l’élasticité et les 

propriétés hydrophiles de la microsphère. Par exemple, la taille des microsphères DC Bead™ 

diminue après le chargement du principe actif (130). Cette diminution peut atteindre 30% de 

la taille initiale de la microsphère. La diminution du diamètre moyen des DC Bead™ est 

d’autant plus importante que la concentration de doxorubicine ou d’irinotecan est élevée 

(Figure 42, A). La décroissance de taille est aussi accompagnée d’une augmentation de la 

résistance des microsphères (test de compression : Figure 42, B). Ceci correspond à une perte 

d’élasticité entrainée par la perte d’eau lors de l’incorporation du principe actif.  

 

 
 

Figure 42: Influence du chargement en doxorubicine ou irinotecan sur les propriétés physiques des DC Beads™ (130) 
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Cette perte d’eau rend la microsphère plus hydrophobe, augmentant le risque 

d’adhésion des microsphères au cathéter et d’agglomérats entre elles si la quantité de principe 

actif chargée est trop importante (78, 124, 127, 136, 137). L’effet du chargement est inverse 

pour les Hepasphere™. Ces microsphères étant fournies sous une forme déshydratée, leur 

diamètre augmente lors du chargement en principe actif. Le diamètre des microsphères 

hydratées est multiplié par 4 par rapport à celui des microsphères lyophilisées. (Tableau 14). 

 
Tableau 14: Taille des Hepasphere™ avant et après chargement en principe actif (procédure d’utilisation des 
Hepaspehre™, http://fr-www.merit.com/products/media) 

 
 

Le choix du matériel d’embolisation (diamètre du cathéter, taille des microsphères) 

doit tenir compte de ces propriétés physiques des microsphères qui influencent directement le 

niveau d’occlusion de la CHE. 

En outre, la vitesse de chargement en principe actif est similaire entre les DC Bead™ 

et les Hepasphere™ pour une même concentration de principe actif. Ce résultat a été 

démontré par Jordan et al. (124) en chargeant les microsphères avec une solution de 

doxorubicine ou d’irinotecan (Figure 43). Ils ont montré que 80% à 90% de la dose du 

principe actif est chargée en une heure sans différence notable entre les deux types de 

microsphères pour un principe actif donné et une taille de microsphères donnée. 

 

 
Figure 43: Temps de chargement en doxorubicine et irinotecan pour les DC Bead™ et les Hepasphere™ (124) 
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Par contre, la comparaison entre d’autres types de microsphères met en évidence une 

disparité dans l’efficacité du chargement. Lewis et al. ont montré que les DC Bead™ se 

chargeaient plus rapidement que les EmboSphere™, les Contour™ et les Bead Block™ au 

contact d’une même quantité de doxorubicine et à taille équivalente (Figure 44) (78). 

 

 
Figure 44: Pourcentages de doxorubicine chargée et éluée en fonction du type de microsphère à taille équivalente (78) 

 

Répartition dans le tissu cible 

 
Les propriétés physiques d’une microsphère vont déterminer sa répartition au sein du 

tissu cible. Quelques études in vivo se sont intéressées à la comparaison de la répartition de 

différentes microsphères. L’étude de Bilbao en 2008 menée chez le porc démontre bien que 

des vecteurs avec des capacités de déformation différentes présentent une répartition 

différente (138). Ils ont embolisé les reins de 18 porcs : pour chaque animal le rein gauche a 

été embolisé par des Hepasphere™ (200-300 µm réhydratées) et le rein droit alternativement 

par des EmboSphere™ (100-300 µm), des Contour™ (150-350 µm) ou des Bead Block™ 

(150-350 µm). La répartition des Hepasphere™ et Bead Block™ était plus distale alors 

qu’elle était plus proximale pour les Contour™ et les EmboSphere™. La taille, la 

déformation et l’aspect des particules ont été évaluées en histologie et ont montré une 

disparité en fonction du type de microsphère. 

Un autre exemple de comparaison entre deux produits d’embolisation a été publié en 

2011 par l’équipe de Verret et al. (139). Les auteurs ont  comparé la répartition et la 
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déformation des EmboSphere™ et des Embozene™ dans le rein et l’utérus de moutons. Ils 

ont démontré que les Embozene™ présentaient une déformation plus importante engendrant 

une occlusion vasculaire plus distale que les EmboSphere™. 

La connaissance de ces différences a un intérêt clinique certain car le choix d’un agent 

d’embolisation repose sur ses bonnes performances à occlure les vaisseaux et sur son niveau 

d’occlusion. 

Influence sur les propriétés d’élution 

 
Les performances de libération du principe actif sont directement liées au mécanisme 

et au mode opératoire du chargement  (78, 137).  Le principe actif chargé par absorption dans 

la microsphère est libéré de façon passive dans le milieu extérieur. La diffusion du principe 

actif s’effectue via un phénomène d’osmose engendré par les différences de concentrations 

entre l’intérieure de la microsphère et le milieu extérieur. Le principe actif chargé par échange 

ionique est libéré de la microsphère par échange d’ions avec le milieu extérieur. 

Cette différence liée au mode de chargement a été mise en évidence par l’équipe de 

Jordan et al. (124). Les auteurs ont chargé des DC Bead™ (500-700 µm) et des Hepasphere™ 

(400-600 µm) avec une même concentration de doxorubicine ou d’irinotecan. Ils ont montré 

que pour un même principe actif chargé, la vitesse d’élution in vitro (NaCl 0,9%) était 

modifiée (Figure 45). Les microsphères ayant des groupements carboxylates libéraient plus 

rapidement l’irinotécan et présentaient un taux d’élution de la doxorubicine plus faible que les 

microsphères ayant des groupements sulfonates. 

 

 
Figure 45: Profils d'élution de la doxorubicine et de l'irinotecan en fonction du type de microsphères (124) 
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L’étude menée par Lewis et al. a également prouvé que le type de vecteur avait une 

influence sur la vitesse d’élution du principe actif et que la libération par échange ionique était 

plus lente comparée à une libération par diffusion (78). Comme nous pouvons le visualiser sur 

la figure 44,  la quantité de doxorubicine éluée était moins importante avec les DC Bead™ 

après 10 minutes et 24 heures dans une solution saline que pour les EmboSphere™, les 

Contour™ et les Bead Block™ avec une concentration de chargement identique (25 mg de 

doxorubicine). Ce résultat était attendu du fait que les EmboSphere™, les Contour™ et les 

Bead Block™ ne sont pas des microsphères optimisées pour un chargement en principe actif. 

Une étude, portant sur la comparaison entre des microsphères ONCOZENE™ (Celo 

Nova, Biosciences, USA) et des DC Bead™ chargées à une même concentration 

d’idarubicine, a montré une différence quant à la vitesse de relargage in vitro du principe 

actif. Le temps pour atteindre un taux de 75% d’élution était de 37 minutes avec les DC 

Bead™ contre 170 minutes avec les ONCOZENE™ (123). 

B. Objectifs 
 

Cette étude a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec un industriel. Les 

résultats étant confidentiels, nous avons eu l’autorisation de les présenter dans ce rapport à la 

condition de masquer les noms et les tailles des microsphères utilisées. 

Dans cette étude, deux tailles de microsphères de deux fabricants (produit A et 

produit B ) sont analysées dans un modèle de tumeur VX2: 

 

- Produit A  : les microsphères de petite taille sont notées « taille 1 » et les 

microsphères plus large sont notées « taille 2 ». Le produit A analysé dans cette étude 

correspond au même type de microsphères que dans la première étude. 

- Produit B : les microsphères de petite taille sont notées « taille 1 » et les 

microsphères plus large sont notées « taille 2 ». 

 

Les objectifs de cette étude préclinique sont de: 

 

- comparer l’effet antitumoral entre une CHE utilisant des microsphères chargées et une 

CHE utilisant des microsphères non chargées 

- comparer l’effet antitumoral de deux types de microsphères 

- comparer les propriétés d’élution de la doxorubicine entre produits 

- démontrer que les petites microsphères se vident plus rapidement que les plus larges 
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C. Matériels et méthodes 

Chargement des microsphères d’embolisation 

 
La doxorubicine, fournie sous forme de poudre (50mg, Pfiser USA), est reconstituée 

avec une solution saline stérile. La préparation des microsphères et leur chargement en 

doxorubicine sont adaptés des protocoles fournis par les fabricants afin de travailler à 

concentration de chargement équivalente entre les produits. La concentration finale de 

chargement est de 17 mg de DOX /mL de microsphères pour les deux types de produits. 

Modèle animal 

 
Des tumeurs VX2 sont développées dans le foie de lapins adultes (race : néo-

zélandais). Nous avons choisit ce modèle car : 

 

- il n’y a pas de modèle de CHC reproductible chez le gros animal (porc, mouton) 

- ce modèle a déjà été utilisé pour évaluer l’efficacité des procédures d’embolisation et 

de chimioembolisation (8, 75, 76, 131) 

- il est facilement implantable et se développe rapidement dans le foie (66, 140, 141) 

- l’embolisation est réalisée avec le même matériel qu’en pathologie humaine 

 

Trente et un lapins sont inclus dans cette étude et traités aléatoirement avec des 

microsphères du produit A ou du produit B : 

 

- Produit A taille 1 : 5 animaux 

- Produit A taille 2 : 6 animaux 

- Produit B taille 1 : 6 animaux 

- Produit B taille 2 : 5 animaux 

- Microsphères non chargées (aussi appelé bland embolization en anglais) : 5 animaux 

- Aucun traitement : 4 animaux 

 

Un vétérinaire assure un suivi des animaux après embolisation (état général, poids, 

numération sanguine, analyses biochimiques…) jusqu’au sacrifice. Les animaux sont sacrifiés 

après 3 jours de traitement, délai correspondant selon des études antérieures à la concentration 

tissulaire maximale de DOX après une CHE avec des microsphères chargées et à 
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l’augmentation significative de nécrose en comparaison d’une embolisation utilisant des 

microsphères non chargées (75, 76). 

Prélèvements 

 
Après exérèse, les tumeurs sont examinées macroscopiquement et sectionnées en deux 

parties dans le sens de la longueur. Quatre prélèvements tissulaires sont réalisés : deux dans la 

tumeur et deux autres dans des zones péritumorales. Les prélèvements sont ensuite inclus 

dans un milieu de cryosection et congelés rapidement dans l’azote liquide. Les échantillons 

congelés sont ensuite placés à -80 °C jusqu'au moment de l'analyse. Le reste du tissu est fixé 

par imprégnation dans une solution de formol pendant au moins 24 heures. 

Analyses histopathologiques 

 
Les échantillons sont déshydratés par une série de bains d’alcool, fixés dans le xylène 

et inclus en paraffine. Des coupes tissulaires (3 à 4 µm d’épaisseur) sont réalisées grâce à un 

microtome, colorées à l’HES puis examinées avec un microscope optique (Leitz Diaplan, 

Leica, Wetzlar, Allemagne). Sur chaque lame, nous avons évalué la proportion de nécrose 

tumorale et de nécrose du parenchyme hépatique. 

Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
La microspectroscopie infrarouge est utilisée pour quantifier la concentration de DOX 

retenue dans les microsphères après 3 jours de traitement. 

Acquisition des images infrarouge 

 
Des coupes tissulaires sont réalisées à partir des blocs congelés de tissu à l’aide d’un 

cryomicrotome à une épaisseur de 8 µm. Elles sont disposées sur un support en CaF2 

(Crystran Ltd, Poole, UK) transparent aux rayonnements infrarouge. Une coupe adjacente est 

également réalisée et colorée à l’hémalun-éosine (HE) afin de repérer plus facilement les 

microsphères présentes sur la coupe non colorée servant à l’analyse IR. 

En parallèle, nous avons préparé, pour le produit B, des solutions de microsphères 

chargées avec des concentrations connues de doxorubicine (de 1 mg/mL à 25 mg/mL de 

microsphères). Les microsphères sont inclues dans le milieu de cryosection et directement 

congelées à l’azote liquide comme effectué précédemment avec les échantillons tissulaires. 
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Ensuite, des coupes sont réalisées à partir des différentes préparations congelées (8 µm) et 

disposées sur un support en CaF2. L’acquisition des images infrarouge est réalisée dans les 

mêmes conditions que l’étude précédente. 

Extraction et prétraitements des spectres infrarouge 

 
Les procédures d’extraction des spectres et de prétraitements sont identiques à l’étude 

précédente. 

Courbe de calibration  

 
La courbe de calibration pour le produit A a été établit lors de l’étude précédente et a 

été utilisée pour ces travaux (Figure 38). 

En revanche, nous devons établir la courbe de calibration pour le produit B. La 

première étape a été d’identifier les bandes d’absorption caractéristiques de la doxorubicine et 

du polymère composant les microsphères (gamme spectrale d’étude : 900-1800 cm-1). Pour ce 

faire, nous avons comparé visuellement les spectres obtenus sur de la doxorubicine pure, des 

microsphères chargées en doxorubicine et des microsphères non chargées (Figure 46). 
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Figure 46: Spectres infrarouge moyens de la doxorubicine pure, du produit B chargé en DOX et des du produit B non 
chargées 

 
En comparant ces 3 spectres, on peut s’apercevoir que la bande d’absorption située à 

988 cm-1 est commune aux spectres de la doxorubicine pure et des microsphères chargées et 

qu’elle est absente sur le spectre de la microsphère non chargée. De la même façon que pour 

le produit A, nous avons calculé l’aire sous le pic situé à 988 cm-1 pour les différentes 

préparations de microsphères chargées et avons tracé la courbe de calibration (Figure 47). 
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Figure 47: Courbe de calibration obtenue en IR sur les microsphères chargées (de 1 mg à 25 mg DOX/mL 
microsphères) 

 
La limite de quantification (1 mg DOX/mL de microsphères soit 6% de la 

concentration initiale) est déterminée en comparant statistiquement (Mann Whithney, MW) 

les aires A988 obtenues avec les microsphères non chargées et chacune des préparations de 

microsphères chargées. 

Nous avons ensuite projeté sur leur courbe de calibration respective, les valeurs d’aires 

calculées pour les microsphères du produit A et du produit B afin de déterminer la 

concentration résiduelle après 3 jours de traitement. 

Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 
La microspectroscopie de fluorescence est utilisée pour quantifier la concentration 

tissulaire de DOX autours des vaisseaux occlus et pour établir les profils de diffusion. 

Cependant, la méthode d’acquisition des images de fluorescence et les préparations pour 

obtenir la courbe de calibration diffèrent de l’étude précédente. 

Acquisition des images de fluorescence 

 
Nous avons travaillé à partir des coupes tissulaires analysées en IR. Les profils de 

diffusion de la DOX sont réalisés en ligne et dans quatre directions autour des vaisseaux 

occlus, en partant du bord de la microsphère jusqu’à la disparition du signal fluorescent de la 

DOX. Les profils de diffusion sont composés de spectres d’émission enregistré tous les 40 

µm, avec un temps d’exposition de 10s et 2 accumulations par point.  Apres la déconvolution 

spectrale, l’aire sous la bande de DOX (570-674 nm) est calculée en chaque point de mesure 
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et nous obtenons un profil dont l’intensité de fluorescence diminue en s’éloignant du 

vaisseau (Figure 48). 

 

 
Figure 48: Profil de diffusion de la DOX dans le tissu 

 

Courbe de calibration 

 

Nous avons préparé différents gels de collagène contenant chacun des concentrations 

de DOX connues. Les gels de collagène de type I (pour culture cellulaire 3D) sont préparés à 

partir de tendon de queue de rats (122). Le collagène est extrait, sans trypsinisation, par des 

bains d’acide acétique et des centrifugations successives. Après lyophilisation, le collagène 

est dissous dans une solution d’acide acétique, à la concentration finale de 3 mg/mL. Les gels 

de collagènes sont préparés à partir de la solution mère de collagène (500 µL), d'une solution 

de Milieu Essentiel Minimum (MEM, 100 µL), d'une solution de bicarbonate de sodium à 

0.26 µM (100 µL), de soude à 0.1 M (100 µL), et enfin de DOX à une concentration connue 

(200 µL) ou d’eau distillée (200 µL) pour le gel contrôle (toutes les solutions sont maintenues 

à 4°C). Le mélange (1 mL) est alors coulé dans une boîte de Pétri de 35x10 mm (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA). Le mélange précipite en 4 à 5 minutes à température 

ambiante. La boîte de Pétri est alors placée sur la platine du microspectrofluorimètre et 

analysée dans les même conditions que les échantillons tissulaires. Apres la déconvolution 

spectrale, l’aire sous la bande de DOX (570-674 nm) est calculée pour chaque gel de 
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collagène et comparée (Mann Whithney) avec celui de la préparation contrôle afin de 

déterminer la limite de quantification (287 nM). La courbe obtenue est linéaire entre 287 nM 

et 9,20 µM avec un R2 de 0,99 (Figure 49). 

 

 
Figure 49: Courbe de calibration obtenue en gel de collagène 

 
Les valeurs de concentrations tissulaires en DOX sont calculées en projetant sur cette 

droite les aires obtenues, après déconvolution spectrale, en chacun des points des profils de 

diffusion. 

D. Résultats 

Analyses histopathologiques 

 
Nous avons évalué sur 32 coupes tissulaires, la proportion de tumeur viable et de 

parenchyme hépatique nécrosé. Sur les lames issues des tumeurs CTRL, la proportion de 

tumeur viable est de 66%. Elle est significativement diminuée (MW, p<0,05) pour les tumeurs 

embolisées avec des microsphères non chargées (20%) par rapport aux tumeurs CTRL. La 

proportion de tumeur viable est nettement diminuée, par rapport aux tumeurs embolisées avec 

des microsphères non chargées (MW, p=0,0163), chez les tumeurs embolisées par des 

microsphères chargées en doxorubicine sans différence significatives entre les produits A et B 

ou entre les tailles étudiées (MW, p>0,05). Les tumeurs traitées par les microsphères chargées 

en DOX sont totalement nécrosées et présentent une proportion de cellules tumorales viables 

comprise entre 1,2% et 0,1% (Figure 50). 
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Figure 50 : Proportion de tumeur viable et de parenchyme hépatique nécrosé en périphérie de la tumeur 

 
Concernant les modifications tissulaires du parenchyme hépatique en périphérie de la 

tumeur, les résultats montrent qu’il n’est que très peu dégradé par un traitement avec des 

microsphères non chargées (4.7% de nécrose) néanmoins la différence est significative en 

comparaison des tumeurs non traitées (MW, p=0,0143). D’autre part, la proportion de nécrose 

du parenchyme est plus importante pour les groupes de tumeurs traitées avec des 

microsphères chargées en DOX, sans différences significatives entre les produits A et B ou 

entre les tailles étudiées (MW, p>0,05). Les tumeurs traitées par les microsphères chargées 

présentent en moyenne 38% de parenchyme nécrosé ce qui est significativement plus élevé 

que pour les tumeurs traitées en utilisant des microsphères non chargées (MW, p=0,0125). 

Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

Comparaison des produits A et B : tailles confondues 

 
Nous avons d’abord réuni les données par produit (103 microsphères analysées). La 

différence est marquante entre ces deux produits, le produit B s’étant vidé totalement après 3 

jours de traitement (>94% d’élution) alors que le produit A contient encore 40% de la 

concentration initiale de chargement en doxorubicine (Tableau 15). La comparaison 

statistique n’est pas exprimée du fait des valeurs inférieures à la limite de quantification pour 
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le produit B. Afin d’établir une comparaison statistique dans ce genre de cas, nous avons 

comparé nos données de façon qualitative à l’aide du test statistique chi2 (χ2) (Tableau 15). 

Les valeurs au dessus de la limite de quantification sont remplacées par le terme 

« détectable » et les valeurs en dessous de la limite de quantification sont remplacées par le 

terme « non détectable ». La comparaison statistique entre les deux produit est significative à 

3 jours (p<0,0001, chi2) avec 0% (71 microsphères sur 71) des microsphères du produit B et 

81,3% (26 sur 32) des microsphères du produit A contenant une quantité de doxorubicine 

détectable. 

 
Tableau 15: Pourcentages d'élution et de rétention de la DOX dans les microsphères après 3 jours de traitement 

 
 

Comparaison des produits A et B : à taille équivalente 

 
Les comparaisons des produits A et B à taille équivalente (produit A, taille 1 versus 

produit B, taille 1, de même pour la taille 2) montrent les mêmes informations. À savoir, le 

produit A contient encore de la doxorubicine après 3 jours alors que le produit B a élué la 

majorité du principe actif (Tableau 16). La comparaison statistique n’est pas exprimée du fait 

des valeurs inférieures à la limite de quantification pour le produit B. Cependant l’analyse 

qualitative des données confirme que les petites microsphères du produit A contiennent plus 

de doxorubicine que les petites microsphères du produit B (p<0,0001, chi2). Nous retrouvons 

un résultat similaire pour les microsphères de taille plus large (p=0,001, chi2). 
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Tableau 16: Comparaison des pourcentages d'élution et de rétention de la DOX entre les produits à taille de 
microsphère équivalente 

 
 

Comparaison des tailles par produits 

 
Les comparaisons des différentes tailles par produits ne montrent pas de différences 

significatives. La taille 1 du produit A contient 45% de doxorubicine après 3 jours de 

traitement et la taille 2 contient encore 30% de la concentration initialement chargée 

(p=0,331) (Tableau 17). Les deux tailles du produit B affichent un pourcentage d’élution 

supérieure à 94%. La comparaison statistique n’est pas exprimée du fait des valeurs 

inférieures à la limite de quantification pour le produit B. L’analyse qualitative des données 

confirme qu’il n’y a pas d’effet taille entre les microsphères d’un même produit. En effet, 

76,2% des microsphères de taille 1 du produit A contiennent une quantité détectable de 

doxorubicine contre 90,9% des microsphères de taille 2 (p=0,3110, chi2). En revanche, la 

doxorubicine n’est pas décelable à l’intérieure des microsphères du produit B, que ce soit 

pour la taille 1 ou la taille 2 (calcul impossible du chi2 car seule la catégorie « non 

détectable » est présente). 

 
Tableau 17: Comparaison des pourcentages d'élution et de rétention de la DOX entre les différentes tailles pour un 
même produit 
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Comparaison des concentrations en fonction du type de tissu 
entourant les microsphères 

 
Le type de tissu entourant les microsphères d’embolisation a une influence sur la 

vitesse à laquelle elles éluent le principe actif. En effet, les microsphères se trouvant dans la 

tumeur relarguent une quantité de doxorubicine significativement plus importante (> 94% en 

moyenne) que celles situées dans les zones péritumorales (45,5±35% en moyenne, médiane 

46%). Cette différence est surtout marquée pour le produit A car les microsphères du produit 

B sont entièrement vides après 3 jours de traitement peu importe le type de tissu à proximité 

(Figure 51). 

 

 
Figure 51: Pourcentages d'élution pour le produit A et le produit B en fonction de la localisation du vaisseau embolisé 

 
Les comparaisons entre les produits montrent que dans les deux zones de prélèvements 

analysées les microsphères du produit B ont relargué une quantité plus importante de 

doxorubicine (Figure 51) (tumeur : 80% d’élution pour le produit A contre plus de 94% pour 

le produit B / péri-tumeur : 38% d’élution pour le produit A contre plus de 94% pour le 

produit B). La comparaison statistique n’est pas exprimée du fait des valeurs inférieures à la 

limite de quantification pour le produit B. L’analyse qualitative montre que la doxorubicine 

n’est pas décelable dans les microsphères du produit B, que ce soit dans le tissu péritumoral 

ou dans la tumeur, alors qu’elle est détectable dans 100% des microsphères du produit A au 

sein du tissu péritumoral (p<0,0001, chi2) et dans 64,7% des microsphères du produit A 

situées dans la tumeur (p<0,0001, chi2). 
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Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

Comparaison des produits A et B : tailles confondues 

 
Nous avons analysé 28 vaisseaux occlus par des microsphères. Les concentrations 

tissulaires de DOX sont globalement plus élevées autour des vaisseaux occlus par le produit 

B. Néanmoins, la concentration au bord du vaisseau est significativement plus importante 

pour le produit A (MW, p=0,0031) (Tableau 18). Au-delà d’une distance de 520 µm, nous ne 

détectons plus la DOX pour le produit A alors que la concentration de DOX pour le produit B 

est toujours au-dessus de la limite de quantification (0.29 µmol/L). 

 

Tableau 18: Concentration tissulaire de DOX (µmol/L) pour le produit A et le produit B en fonction de la distance du 
vaisseau 

 
 

En effet, quand nous observons le profil de diffusion de la DOX dans le tissu, la 

concentration pour le produit A est inférieure à la limite de quantification à partir de 760 µm 

(Figure 52). Les profils de diffusion sont significativement différents (MW, P<0,05) à partir 

de 520 µm. Au-delà de cette distance, la concentration tissulaire de DOX est plus importante 

avec le produit B, démontrant une pénétration plus importante dans le tissu. 
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Figure 52: Profils de diffusion tissulaire de la DOX pour le produit A et le produit B 

 

Comparaison des produits A et B : à tailles équivalentes 

 
La concentration tissulaire de DOX entre les tailles 1 des produits A et B est 

significativement plus importante au bord des vaisseaux pour le produit A. Cependant, elle 

décroît rapidement lorsqu’on s’éloigne du vaisseau et nous ne détectons plus de DOX au-delà 

de 520 µm de distance (Figure 53). En contrepartie, le produit B montre des concentrations 

tissulaires de DOX globalement plus élevée et une distance de pénétration du principe actif 

plus importante puisque nous ne détectons plus la DOX à partir de 1800 µm de distance 

(Figure 53). 

 

 
Figure 53: Profils de diffusion et concentrations tissulaires de DOX entre les produits A et B pour la taille 1 
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La concentration tissulaire de DOX entre les tailles 2 des produits A et B est 

significativement plus importante au bord des vaisseaux pour le produit A. De même que pour 

la taille 1, elle décroît rapidement lorsqu’on s’éloigne du vaisseau mais le manque de mesures 

au-delà de 760 µm ne permet pas de déterminer la distance maximale de pénétration du 

principe actif pour le produit A (Figure 54). En contrepartie, le produit B montre des 

concentrations tissulaires de DOX globalement plus élevée et une distance de pénétration du 

principe actif plus importante puisque nous ne détectons plus la DOX à partir de 1840 µm de 

distance (Figure 54). 

 

 
Figure 54: Profils de diffusion et concentrations tissulaires de DOX entre les produits A et B pour la taille 2 

 

Comparaison des tailles par produits 

 
Les profils de diffusion et les concentrations tissulaires de DOX mesurés ne présentent 

pas de différences significatives entre les tailles 1 et 2 du produit A (Figure 55). 

 

 
Figure 55: Profils de diffusion et concentrations tissulaires de DOX entre les tailles 1 et 2 pour le produit A 

 

Les profils de diffusion et les concentrations tissulaires de DOX mesurés ne présentent 

pas de différences significatives entre les tailles 1 et 2 du produit B (Figure 56). 
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Figure 56: Profils de diffusion et concentrations tissulaires de DOX entre les tailles 1 et 2 pour le produit B 

 

Comparaison des profils de diffusion en fonction du type de tissu 

 
Les profils de diffusion dans le tissu péri-tumoral et dans la tumeur ont une allure 

différente. La pénétration de la DOX est plus importante dans le tissu tumoral et les 

concentrations tissulaires sont également plus élevées que dans le tissu péri-tumoral (Figure 

57). 

 
Figure 57: Profils de diffusion et concentrations tissulaires de DOX en fonction de la zone de prélèvement par produit 

 
Dans la tumeur, la concentration tissulaire moyenne de DOX sur la distance 0-760 µm 

est significativement plus élevée avec le produit B (p<0,0001, MW). Nous détectons encore la 

DOX à une distance de 1560 µm avec le produit B alors que nous sommes en dessous de la 

limite de quantification à 800 µm pour le produit A (Figure 57). 
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E. Discussion 
 

L’évaluation des modifications tissulaires en histopathologie montre qu’une 

chimioembolisation utilisant des microsphères chargées en DOX est plus agressive sur les 

tissus tumoraux (tissu cible) qu’une embolisation utilisant des microsphères non chargées. En 

effet, les tumeurs traitées avec les microsphères chargées en DOX présentent une nécrose 

quasi complète alors qu’il reste encore 20% de cellules tumorales viables avec la CHE  

utilisant des microsphères non chargées. Cependant, l’activité cytotoxique du traitement 

atteint également le parenchyme hépatique en périphérie de la tumeur. Par ailleurs, les 

résultats démontrent l’efficacité antitumorale d’une CHE, en mettant en évidence une 

réduction significative de la proportion de tumeur viable après traitement (microsphères 

chargées et non chargées) en comparaison des tumeurs CTRL. Nous n’avons pas trouvé 

d’influence de la taille sur l’efficacité antitumorale du traitement. 

Les propriétés d’élution des deux produits étudiés sont très différentes mais n’ont pas 

de conséquence sur l’efficacité du traitement car en 3 jours, le produit A et le produit B ont 

tous deux relargués des concentrations de DOX cytotoxiques entrainant la nécrose des 

tumeurs (142-146). Néanmoins, nous avons mis en évidence un comportement différent de 

ces deux types de microsphères. Le produit B a relargué plus de 94% de la concentration 

initialement chargée, entrainant une quantité tissulaire de DOX et une distance de pénétration 

du principe actif plus importante que le produit A. En effet, le produit A se vide plus 

lentement et contient encore 40% de la concentration initiale de chargement à 3 jour, ce qui 

entraine moins de diffusion du principe actif et une concentration tissulaire de DOX plus 

importante aux abords des vaisseaux embolisés. Les mêmes résultats sont retrouvés lorsque 

les produits sont comparés à taille équivalente. D’autre part, la comparaison entre la taille 1 et 

la taille 2 pour chaque produit n’a pas montré de différences significatives quant aux 

propriétés d’élution du principe actif. Les résultats de quantification de la doxorubicine dans 

les microsphères obtenus pour le produit A sont cohérents avec ceux observés dans l’étude 

précédente. 

En revanche, la localisation du vaisseau embolisé et donc les tissus à proximité des 

microsphères d’embolisation jouent un rôle dans la diffusion du principe actif. Les 

microsphères se vident plus rapidement quand elles occluent des vaisseaux situés dans la 

tumeur, favorisant ainsi la diffusion de la doxorubicine dans le tissu tumoral et une 

concentration tissulaire plus importante que dans le parenchyme hépatique situé en périphérie 

de la tumeur (147-149). La vascularisation plus importante de la tumeur VX2 en comparaison 
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du parenchyme hépatique peut favoriser la délivrance d’une quantité plus importante de 

doxorubicine dans le tissu tumoral (150). De plus, l’examen microscopique des coupes 

tissulaires colorées montre que la nécrose tumorale est un tissu plus « lâche » que le 

parenchyme hépatique. La densité cellulaire est moins élevée et les espaces interstitiels sont 

plus importants au sein du tissu tumoral nécrosé pouvant expliquer la meilleure diffusion de la 

doxorubicine (150). 

F. Conclusions 
 

Le produit A et le produit B analysés dans cette étude se distinguent par leur 

composition chimique et par leur propriété physicochimique ce qui influent directement sur 

les propriétés d’élution du principe actif hors des microsphères et donc sur sa diffusion 

tissulaire. La taille des microsphères ne joue pas un rôle significatif dans l’efficacité du 

traitement. En revanche, le site d’injection des microsphères doit être le plus ciblé possible car 

même si l’élution du principe actif est minime dans le tissu périphérique, les concentrations 

tissulaires sont cytotoxiques et provoquent une nécrose du parenchyme hépatique. Par 

ailleurs, la CHE avec des microsphères non chargées s’est avérée être efficace mais nettement 

moins agressive sur le tissu tumoral que la CHE utilisant des microsphères chargées en 

doxorubicine. 

Les informations obtenues au cours de cette étude peuvent orienter le choix d’un type 

de microsphère selon que l’on désire un vecteur d’embolisation relarguant le principe actif de 

façon prolongée dans le temps (produit A) ou plutôt avoir une élution rapide (produit B). 
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Chapitre 3: Etude des propriétés d’élution des DC Bead 
M1 chargées à différentes concentration de doxorubicine 

A. Travaux antérieurs 
 

Il subsiste d’autres hétérogénéités majeures dans la procédure de la CHE : le choix de 

l’anticancéreux et sa concentration (Tableau 19). Il n’existe à ce jour aucun argument qui 

permette de recommander l’utilisation d’un agent anticancéreux plutôt qu’un autre. 

 

Tableau 19: Hétérogénéité dans le choix du principe actif 

 
 

La doxorubicine est cependant l’agent anticancéreux le plus utilisé (15, 151). C’est un 

antibiotique antitumoral de la famille des anthracyclines dont la formule est C27H29NO11 

(poids moléculaire : 543 g/mol). La cytotoxicité des anthracyclines passe par 5 modes 

d’action principaux (152): c’est un agent intercalant ; un inhibiteur de la topoisomérase II ; 

elles sont capables de former des radicaux libres et des complexes organométalliques avec le 

fer susceptibles d’endommager les membranes cellulaires ; elles activent les mécanismes 

d’apoptose (à faible dose, < 1µM).  

Influence sur le chargement 

 
Il est possible de moduler la quantité chargée de principe actif dans la microsphère en 

faisant varier la concentration de la solution de chargement ou le temps de chargement (153, 

154). La répartition du principe actif au sein de la microsphère n’est pas toujours homogène et 
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est en partie liée à la quantité chargée. Biondi et al. ont montré que la doxorubicine chargée à 

faible dose était répartie de façon homogène dans la microsphère (136) contrairement aux 

fortes doses dont l’accumulation était périphérique (Figure 58). 

 

 
Figure 58: Images obtenues par microscopie confocale de microsphères chargées en doxorubicine (136) 

 
La répartition dépend également des caractères physicochimiques du principe actif 

(structure, coefficient de diffusion dans la microsphère, phénomène d’empilement) et de la 

répartition des fonctions ioniques greffées dans la microsphère (130, 136). La vitesse de  

chargement est également influencée par la concentration en principe actif (Tableau 20) (78). 

 
Tableau 20: Influence de la concentration sur la vitesse de chargement des DC Bead™ (78) 

 
 

Influence sur les propriétés d’élution 

 
Les profils de libération sont différents en terme de vitesse de libération et de quantité 

de principe actif libérée pour un même type de microsphère (124, 125, 127).  Gonzalez et al. 

ont démontré que les microsphères chargées à une plus faible concentration de doxorubicine 

se vidaient plus rapidement que celles chargées à une concentration plus élevées (Tableau 21). 
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Tableau 21: Vitesse d'élution en fonction de la concentration de doxorubicine (125) 

 
 

Plusieurs études ont également montré que la doxorubicine avait la capacité de se 

réarranger et de former des empilements par liaisons hydrogènes à l’intérieur de la 

microsphère (phénomène de stacking) (155-157). La doxorubicine, présente alors sous une 

forme cristalline, nécessite une solubilisation pour être libérée. Ce phénomène pourrait 

expliquer sa cinétique de libération sur plusieurs semaines (79). 

Etudes in vivo 

 
Certaines études ont cherché à comparer l’efficacité de différents agents anticancéreux 

ou de déterminer l’effet de la concentration chargée sur la réponse tumorale et la tolérance du 

traitement. Par exemple, Eyol et al. ont comparé l’efficacité et la tolérance de microsphères 

(taille moyenne de 75 µm) chargées en doxorubicine et en irinotecan dans un modèle de 

métastase du foie chez le rat (158). L’activité antitumorale était similaire entre les deux agents 

anticancéreux cependant la tolérance du traitement était meilleure avec l’irinotecan. L’équipe 

de Klass et al. ont étudié la réponse tumorale chez 25 patients atteints d’un CHC après une 

CHE avec des Hepasphere™ non chargées ou chargées à 25 mg, 50 mg et 75 mg de 

doxorubicine. Les microsphères chargées à 50 mg ont induit une réduction plus importante 

des cellules tumorales viables que les autres doses, mais aucune relation entre le taux de 

complication et la dose n’a été mise en évidence (159). 

B. Objectifs 
 

L’objectif de cette étude est de déterminer l’influence de la concentration chargée dans 

les microsphères DC Beads M1TM (70-150 µm) sur les propriétés d’élution de la 

doxorubicine. 
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C. Matériels et méthodes 

Chargement des microsphères d’embolisation 

 
Les DC Bead M1TM (Biocompatibles UK Ltd, Farnham) sont des microsphères 

d’embolisation calibrées de 70 à 150 µm. Elles sont composées d’un polymère, le polyvinyl 

alcool, chargé négativement grâce à la greffe de groupes sulfonate (SO3
-). Cette opération 

permet de les charger, par interactions ioniques, en doxorubicine. Nous avons chargé des 

microsphères à une concentration de 18 mg DOX/mL de microsphères et préparé une autre 

solution à une concentration de 37 mg DOX/mL de microsphères. 

Modèle animal 

 
Cette étude inclus 12 lapins adultes (race : néo-zélandais) sans tumeurs hépatiques 

(foie sain). Un groupe de 6 lapins est embolisé avec les microsphères chargées à 18 mg/mL et 

l’autre groupe avec les microsphères chargées à 37 mg/mL. Ensuite pour chacun des groupes, 

3 lapins sont sacrifiés après 1h d’embolisation et 3 lapins après 24h de traitement. Le choix de 

ces délais est basé sur une étude, publiée en 2012 sur les DC Beads M1TM,  démontrant que la 

concentration tissulaire de DOX est maximale dans les premières heures suivant l’embolisant 

et diminue intensément après 24h (132) de traitement. 

Prélèvements 

 
Après le sacrifice des animaux, les foies sont analysés macroscopiquement. Des 

prélèvements tissulaires sont réalisés à différents niveaux du foie, inclus dans un milieu de 

cryosection et congelés rapidement en azote liquide. Deux coupes adjacentes sont effectuées à 

l’aide d’un cryomicrotome : la première coupe (8 µm) est montée sur CaF2 pour les 

acquisitions infrarouge et de fluorescence ; la 2ème coupe (5 µm) est montée sur lame de verre 

standard et colorée à l’hémalun-éosine (HE) afin de faciliter le repérage des microsphères sur 

les coupes non colorées et évaluer les modifications tissulaires. 

Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
La microspectroscopie infrarouge est utilisée pour quantifier la concentration de DOX 

retenue dans les microsphères à chaque délai de sacrifice. L’acquisition des images 
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infrarouge, l’extraction des spectres et les prétraitements des données sont identiques à l’étude 

présentée dans le chapitre 2. 

Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 
La microspectroscopie de fluorescence est utilisée pour quantifier la concentration 

tissulaire de DOX autours des vaisseaux occlus et pour établir les profils de diffusion en 

fonction de la concentration de chargement. L’acquisition des images de fluorescence, 

l’extraction des profils et les prétraitements des données sont identiques à l’étude présentée 

dans le chapitre 2. 

D. Résultats 

Analyses histopathologiques 

 

L’examen microscopique des coupes colorées montrent une nécrose complète du tissu 

hépatique à 24h de traitement sans distinction entre les différentes concentrations de 

chargement utilisées. 

Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
Un total de 131 microsphères est analysé dans cette étude. Les pourcentages d’élution 

mesurés après 1h de traitement ne sont pas significativement différents entre les deux 

concentrations de chargement (MW, p=0,0894) (Figure 59). En revanche, après 24h de 

traitement, les microsphères chargées à 18 mg/mL présentent un pourcentage d’élution 

supérieur à celui des microsphères chargées à 37 mg/mL (87% versus 78% respectivement,  

p=0,0112) (Figure 59). 

 



Chapitre 3: Etude des propriétés d’élution des DC Bead M1 chargées à différentes 
concentration de doxorubicine 

 

116 

 
Figure 59: Pourcentage d'élution des microsphères chargées à 18 mg/mL et à 37 mg/mL en fonction du délai 

 

Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 
Un total de 59 vaisseaux est analysé dans cette étude. Les profils de diffusion à 1h 

montrent une concentration tissulaire de DOX plus élevée avec les microsphères chargées à 

18 mg/mL jusqu’à une distance de 200 µm (MW, p<0,05) (Figure 60). Les concentrations 

tissulaires de DOX mesurées autour des vaisseaux occlus à 1h (moyennes par tranche de 80 

µm de distance) sont significativement supérieures avec les microsphères chargées à 18 

mg/mL en comparaison des microsphères chargées à plus forte concentration (Figure 60). Les 

valeurs obtenues au-delà de 240 µm de distance étant inférieures à la limite de quantification, 

nous n’avons pas pu comparer statistiquement les données. 
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Figure 60: Profil de diffusion et concentration tissulaire mesurés à 1h 

 
Les profils de diffusion à 24h montrent une concentration tissulaire de DOX similaire 

jusqu’à une distance de 80µm (p>0,05) puis plus élevée avec les microsphères chargées à 18 

mg/mL jusqu’à une distance de 360 µm (MW, p<0,05) (Figure 61). Les concentrations 

tissulaires de DOX mesurées autour des vaisseaux occlus à 24h (moyennes par tranche de 80 

µm de distance) sont significativement supérieures avec les microsphères chargées à 18 

mg/mL en comparaison des microsphères chargées à plus forte concentration (Figure 61). Les 

valeurs obtenues au-delà de 360 µm de distance étant inférieures à la limite de quantification, 

nous n’avons pas pu comparer statistiquement les données. 

 

 
Figure 61: Profil de diffusion et concentration tissulaire mesurés à 24h 

 

E. Discussion 
 

Ce travail démontre que des microsphères chargées à une plus faible concentration de 

DOX se vident plus rapidement à 24h de traitement que des microsphères chargées avec une 

concentration plus élevée. Ce phénomène peut s’expliquer par la capacité de la DOX à former 



Chapitre 3: Etude des propriétés d’élution des DC Bead M1 chargées à différentes 
concentration de doxorubicine 

 

118 

des empilements par liaisons hydrogènes à l’intérieur de la microsphère en cas de forte 

concentration de chargement (phénomène de stacking) (155-157). La doxorubicine, présente 

alors sous une forme cristalline, nécessite une solubilisation pour être libérer diminuant ainsi 

sa cinétique d’élution hors des microsphères. La libération plus rapide de la DOX avec les 

microsphères chargées à 18 mg/mL induit des concentrations tissulaires significativement 

plus importantes et une meilleure diffusion de celle-ci dans le tissu. Le fait d’obtenir des 

concentrations tissulaires de doxorubicine plus importantes avec les microsphères les moins 

chargées est surprenant. De plus, l’évaluation de la nécrose sur les coupes tissulaires a montré 

une nécrose complète du tissu hépatique à 24h de traitement sans distinction entre les 

concentrations utilisées. Ces résultats inattendus sont intéressants dans un contexte clinique 

d’utilisation des microsphères car ils démontrent que ce n’est pas forcément en chargeant les 

microsphères avec des concentrations élevées que l’on induit des concentrations tissulaires 

plus importantes et une nécrose tissulaire supérieure. 

Par ailleurs, nos résultats sont différents de l’étude publiée par Dreher et al. (132) qui 

décrit des concentrations tissulaires de DOX plus élevées à 1h qu’à 24h avec les DC Beads 

M1TM. Leur étude a été réalisée dans le foie de porc et la quantification de la DOX a été  

effectuée de façon semi-quantitative à l’aide d’un microscope confocale. Cette technique 

présente une sensibilité inférieure à la microspectrofluorimétrie et le mode d’acquisition avec 

un microscope confocal mesure la fluorescence totale (tissu + DOX), ne permettant pas 

d’évaluer le signal de fluorescence spécifique de la DOX. Les différents modes opératoires 

pourraient expliquer ces résultats contradictoires. 

F. Conclusions 
 

Nous avons démontré que la concentration d’anticancéreux chargée dans les 

microsphères a une influence sur la vitesse d’élution in vivo. Ces résultats sont en accord avec 

ceux obtenus in vitro sur d’autres tailles de microsphères et confirment que des microsphères 

moins chargées se vident plus rapidement que des microsphères chargées à plus forte 

concentration. Cependant, cette différence n’est pas extrêmement importante et c’est surtout 

sur les résultats de l’examen histopathologique et des quantifications tissulaires de 

doxorubicine que l’on peut dire qu’une concentration de chargement plus faible peut être 

aussi efficace qu’une concentration plus élevée.  
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Chapitre 4: Etude de l’élution de la doxorubicine hors des 
DC Bead 300-500 µm dans des pièces opératoires 
d’hépatectomie 

A. Travaux antérieurs 
 

Les résultats obtenus à partir de modèles expérimentaux sont limités par les 

différences majeures entre les modèles animaux et les patients ayant un CHC (architecture 

tissulaire, vascularisation). Récemment, une étude portant sur l’analyse d’explants de foie de 

patients atteints de CHC et ayant subi une transplantation a mesuré l’élution de la 

doxorubicine hors des DC BeadTM 100-300 µm (96). Elle a démontré la présence de la 

doxorubicine dans le tissu tumoral plusieurs semaines après embolisation (36 jours) avec une 

distance de diffusion de l’ordre du millimètre. La concentration tissulaire diminuait au cours 

du temps (8 jours versus 36  jours).  

B. Objectifs 
 

L’hôpital Robert Debré de Reims participe à un essai clinique randomisé 

multicentrique de phase II/III évaluant l’apport du sunitinib par voie orale à la 

chimioembolisation utilisant des microsphères chargées. Les objectifs sont de vérifier la 

bonne tolérance du traitement et d’évaluer le taux de survie globale à 2 ans. Les DC-BeadTM 

300-500 µm chargées en doxorubicine (37,5 mg DOX/mL de microsphères) sont utilisées afin 

de traiter des patients atteints d’un CHC. Dans le cadre de cet essai, 4 patients ont été traités 

par chimioembolisation puis hépatectomisés à différents délais après embolisation, allant de 2 

mois à plus de 3 mois. La mise à disposition des 4 pièces opératoires d’hépatectomie est une 

opportunité pour suivre l’élution de la doxorubicine sur des délais prolongés et fournira des 

informations complémentaires sur le comportement de ces microsphères dans la tumeur en 

pathologie humaine. Les objectifs sont de déterminer s’il reste encore de la DOX à l’intérieur 

des microsphères et s’il y a toujours une élution du principe actif dans le tissu à des délais 

aussi étendus. 

 

Cette étude est en cours de réalisation et nous présentons dans ce document les 

informations recueillies à ce jour, qui devront être complétées par des mesures 

supplémentaires.  
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C. Matériels et méthodes 

Schéma thérapeutique 

 
Les patients sont randomisés en 2 bras de traitement :  

 

- Bras A : les patients reçoivent du sunitinib par voie orale, tous les jours pendant 4 

semaines ; ce traitement est répété toutes les 6 semaines, jusqu’à 9 cures. Les patients 

ont également 1 à 3 séances de chimioembolisation transartérielle, à l’aide de 

microsphères chargées en doxorubicine (DC BeadTM 300-500 µm chargées à 37,5 mg 

DOX/mL de microsphères), espacées de 6 à 8 semaines. La première séance a lieu 7 à 

10 jours après le début de la première cure de sunitinib et nécessite l’arrêt du 

traitement, la veille de la séance et jusqu’à 2 jours après. 

- Bras B : les patients reçoivent le même traitement que dans le bras A, mais le sunitinib 

est remplacé par un placebo. 

 
Tableau 22: nombre d'embolisations réalisées et délai minimum entre la dernière CHE et l'opération chirurgicale 

 
 

Nous avons travaillé à partir de blocs tissulaires paraffinés issus des pièces opératoires 

d’hépatectomie (Tableau 22). Deux coupes adjacentes sont effectuées grâce à un microtome : 

la première coupe (8 µm) est montée sur CaF2 pour les acquisitions infrarouge et de 

fluorescence ; la 2ème coupe (5 µm) est montée sur lame de verre standard et colorée à 

l’hématoxyline-éosine-safran (HES). 
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Quantification de la doxorubicine dans les microsphères 

 
La quantification de la doxorubicine dans les microsphères est réalisée par 

microspectroscopie infrarouge. Les images des vaisseaux embolisés par des microsphères 

sont acquises sur la gamme spectrale 800-4000 cm-1 avec une taille de pixel de 6 ,25 µm2 à 

une résolution spectrale de 4 cm-1 et un nombre d’accumulations de 8. Les spectres IR sont 

analysés sur la gamme spectrale 900-1800 cm-1, corrigés de la déformation de la ligne de base 

puis normalisés vectoriellement. Nous avons récupéré l’absorbance A sous le pic 

caractéristique de la doxorubicine (989 cm-1) et converti l’aire en concentration grâce à une 

courbe étalon obtenue avec des DC Bead chargées avec des concentrations connues de 

doxorubicine (R2=0,98). 

Quantification de la doxorubicine dans le tissu 

 

La quantification de la doxorubicine dans le tissu autour des vaisseaux occlus est 

réalisée par microspectrofluorimétrie. Nous avons acquis des profils de fluorescence en 

s’éloignant progressivement du vaisseau et cela jusqu’à la disparition du signal de la 

doxorubicine. Nous avons utilisé un objectif x10, un temps de pause de 10s, 2 accumulations 

par point et une longueur d’onde excitatrice à 488 nm. Après une étape de déconvolution 

spectrale afin de supprimer la contribution de l’autofluorescence tissulaire, nous avons 

caractérisé le signal de la doxorubicine que nous avons ensuite convertit en concentration 

grâce à une courbe étalon obtenue à partir de gels de collagène chargés à des concentrations 

connues de doxorubicine (R2=0.99). 

A l’heure actuelle, le nombre de vaisseaux analysés étant insuffisant, les calculs 

statistiques sont réalisés à partir des profils de diffusion mesurés et non pas sur les moyennes 

obtenues par vaisseau. 

D. Résultats 

Comparaison entre délais 

 

La concentration de DOX à l’intérieur des microsphères diminue avec le temps 

(Figure 62). Les microsphères (n=38), chargées à une concentration initiale de 37,5 mg/mL, 

contiennent 6,47±4,9 mg DOX/mL de microsphères après 57 jours de traitement (médiane : 
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5,46 mg/mL). Cette concentration continue de diminuer après 79 et 80 jours de traitement 

(médiane : 1,7 mg/mL et 3 mg/mL respectivement) et se trouve inférieure à la limite de 

quantification après 105 jours (< 1 mg/mL). Après 57 jours de traitement, les microsphères 

contiennent encore 17,2% de la concentration initiale de chargement, 16,6% après 79 jours, 

9% après 80 jours et moins de 2.6% après 105 jours. 

 

 
Figure 62: Concentration de DOX dans les microsphères aux différents délais 

 
Les profils de diffusion tissulaires montrent que la DOX est présente à des 

concentrations détectables à tous les délais sauf après 105 jours de traitement dont les valeurs 

sont en dessous de la limite de quantification (0,287 µmol/L) (Figure 63). La diffusion de la 

DOX est différente en fonction du délai analysé. La concentration tissulaire moyenne de DOX 

à 57 jours (n=16 profils pour 6 vaisseaux) est de 1,57±2,6 µmol/L (médiane : 0,83 µmol/L) 

sur la distance 0-760 µm. Elle est significativement plus importante qu’à 79 jours (n=66 

profils pour 39 vaisseaux) qui est de 0,83±1,5 µmol/L (médiane : 0,3 µmol/L). Après 80 jours 

(n=26 profils pour 10 vaisseaux), la concentration tissulaire est significativement plus faible 

qu’à 79 jours (0,32±0,81 µmol/L, P<0,0001) et se trouve en dessous de la limite de 

quantification au délai de 105 jours (n=16 profils pour 8 vaisseaux) après traitement (limite de 

quantification : 0,287 µmol/L). 
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Figure 63: Profil de diffusion et concentration tissulaire de DOX aux différents délais 

 

Quantification de la doxorubicine après 57 jours de traitement 

 
Ce patient n’a reçu qu’une injection de microsphères par conséquent toutes les 

microsphères analysées (et donc les concentrations mesurées) correspondent à un seul délai 

après traitement. La concentration à l’intérieur des microsphères varient en fonction du 

nombre de billes agglomérées dans le vaisseau. Elle est significativement plus importante 

quand les microsphères se trouvent en amas dans le vaisseau (MW, p=0,0013) (Figure 64). 

Cette différence est évidente sur les photos des vaisseaux prises avant l’acquisition des 

images IR (Figure 64).  
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Figure 64: Concentration de DOX dans les microsphères. Illustration de vaisseaux analysés à 57 jours 

 
Les profils de diffusion montrent que la DOX est présente à des concentrations 

détectables dans le tissu par microspectrofluorimétrie (limite de quantification : 0,287 

µmol/L). La diffusion de la DOX est également différente en fonction du nombre de billes 

agglomérées dans le vaisseau. Nous retrouvons plus de DOX autour des vaisseaux occlus par 

un grand nombre de microsphères (Figure 65). 

 

 
Figure 65: Profil de diffusion et concentration tissulaire de DOX à 57 jours en fonction du nombre de microsphères 
occluant le vaisseau 
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Comme nous ne disposons pas des effectifs nécessaires pour réaliser une analyse 

statistique fiable sur les vaisseaux (n=6 vaisseaux), nous avons comparé les profils de 

diffusion (n=16 profils). La concentration tissulaire moyenne de DOX sur la distance 0-760 

µm est significativement plus importante quand les microsphères se trouvent en amas dans le 

vaisseau (MW, p<0,0001) (Figure 65).  

Quantification de la doxorubicine après 79 jours de traitement 

 
Ce patient a reçu trois injections de microsphères espacées de plusieurs semaines 

(Tableau 22) par conséquent les microsphères analysées (et donc les concentrations mesurées) 

peuvent correspondre à différents délais d’embolisation. Malgré ce paramètre, la DOX est 

détectable à l’intérieure des microsphères analysées (limite de quantification : 1 mg/mL). La 

concentration à l’intérieur des microsphères est significativement plus importante quand les 

microsphères se trouvent en amas dans le vaisseau (Figure 66). Cette différence est marquée 

quand le nombre de microsphères est supérieur à dix (10.5 mg/mL soit 28% de la 

concentration initialement chargée). Les microsphères en amas de plus de 80 contiennent 

encore 43% de la concentration initiale de chargement. 

 

 
Figure 66: Concentration de DOX dans les microsphères. Illustration de vaisseaux analysés à 79 jours 
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Les profils de diffusion montrent que la DOX est présente à des concentrations 

détectables dans le tissu par microspectrofluorimétrie (limite de quantification : 0,287 

µmol/L). La diffusion de la DOX est également différente en fonction du nombre de billes 

agglomérées dans le vaisseau. Nous retrouvons plus de DOX autour des vaisseaux occlus par 

un grand nombre de microsphères. Cette différence est marquée quand le nombre de 

microsphères est supérieur à neuf (Figure 67). 

 

 
Figure 67: Profil de diffusion et concentration tissulaire de DOX à 79 jours en fonction du nombre de microsphères 
occluant le vaisseau 

 
La concentration tissulaire moyenne de DOX, autour des vaisseaux occlus (n=66 

profils pour 39 vaisseaux), est de 0,83±1,5 µmol/L (médiane : 0,3 µmol/L) sur la distance 0-

760 µm. Elle est significativement plus importante quand les microsphères se trouvent en 

amas dans le vaisseau (MW, p<0,0001) (Figure 67). 

Quantification de la doxorubicine après 80 jours de traitement 

 
Ce patient a également reçu trois injections de microsphères espacées de plusieurs 

semaines (Tableau 22) par conséquent le même problème du délai d’origine des microsphères 

analysées se pose. La concentration à l’intérieur des microsphères isolées (de 1 à 4) est 

inférieure à la limite de quantification mais elle est encore détectable quand les microsphères 

sont en amas (4,5 mg/ml soit 11,5% de la concentration initiale de chargement) (Figure 68).  
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Figure 68: Concentration de DOX dans les microsphères. Illustration de vaisseaux analysés à 80 jours 

 
Les profils de diffusion tissulaires montrent que la DOX est présente à des 

concentrations détectables autour des vaisseaux occlus par un nombre de microsphères 

supérieur à cinq (limite de quantification : 0,287 µmol/L). La concentration tissulaire 

moyenne de DOX sur la distance 0-760 µm est significativement plus importante autour du 

vaisseau embolisé par plus de dix microsphères (MW, p<0,0001) (Figure 69). L’analyse 

statistique est réalisée sur les profils de diffusion mesurés autour des vaisseaux occlus (n=26 

profils pour 10 vaisseaux). 
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Figure 69: Profil de diffusion et concentration tissulaire de DOX à 80 jours en fonction du nombre de microsphères 
occluant le vaisseau 

 

Quantification de la doxorubicine après 105 jours de traitement 

 
Ce patient n’a reçu qu’une injection de microsphères par conséquent toutes les 

microsphères analysées correspondent au même délai. La concentration de DOX dans les 

microsphères (n=4) après 105 jours de traitement est inférieure à la limite de quantification (1 

mg DOX/mL de microsphères) (Figure 70). Nous avons retrouvé essentiellement des 

microsphères isolées pour ce patient et les concentrations tissulaires autour de ces vaisseaux 

(n=16 profils pour 8 vaisseaux) sont inférieures à la limite de quantification (0,287 µmol/L). 
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Figure 70: Concentration de DOX dans les microsphères. Illustration de vaisseau analysé à 105 jours 

 

E. Discussion 
. 

À l’heure actuelle, cette étude comporte plusieurs limites. Premièrement, les multiples 

embolisations de deux patients sur quatre perturbent l’interprétation des mesures quantitatives 

du fait que les microsphères analysées peuvent être issues de sessions différentes d’injections. 

Deuxièmement, les effectifs sont encore trop faibles pour pouvoir comparer statistiquement 

les mesures de quantification de la DOX entre les délais à catégorie de vaisseau équivalente 

(caractérisée par le nombre de microsphères en amas). 

Cependant, nous avons démontré qu’au-delà du facteur temps, le statut d’amas ou de 

microsphère isolée joue un rôle crucial sur les propriétés d’élution des microsphères. Les 

microsphères en amas « se protègent » du phénomène d’élution. Par conséquent, nous 

retrouvons des « points chauds » dans le tissu où les microsphères ont encore une activité 

d’élution après 79-80 jours de traitement. Ce phénomène est peut-être lié à la méthode 

d’injection des microsphères dans le système vasculaire ce qui pose une autre question 

concernant la meilleure procédure d’injection. 

Par ailleurs, une étude publiée en 2010 (93) précisait que le taux de récurrence des 

tumeurs hépatiques après une CHE utilisant des microsphères chargées (DOX)  était aux 
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alentours de 3 mois. Ce délai est peut-être lié à la fin de l’activité d’élution du vecteur après 3 

mois de traitement. 

D’autre part, si le tissu tumoral est nécrosé autour des vaisseaux, l’agression par le 

traitement n’est plus nécessaire et au contraire pourrait empêcher une réparation tissulaire. Il 

serait donc intéressant d’examiner les coupes colorées afin de définir la nature histologique 

des tissus entourant les vaisseaux embolisés. 

F. Conclusions 
 

Les résultats de cette étude sont prometteurs et mettent en exergue un autre aspect du 

comportement des microsphères in vivo. En plus des facteurs « type de produit, taille et 

concentration en principe actif » vient s’ajouter la notion d’amas dans les paramètres pouvant 

moduler les propriétés d’élution de la doxorubicine. Les microsphères en amas se vident 

moins rapidement que les microsphères isolées entrainant ainsi une élution tissulaire 

prolongée du principe actif.  
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Chapitre 5: Développement d’un modèle de 
reconnaissance tissulaire adapté à la tumeur VX2 

 
Publication n°1 : 
 
Histologie spectrale infrarouge : caractérisation et quantification tissulaire automatique sur 

des tumeurs hépatiques développées chez le lapin 

H. D’Inca, M. Wassef, J. Namur, F. Pascale, A. Laurent et M. Manfait 
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A. Préambule de l’article 1 

Introduction 

 
Le modèle tumoral VX2 dérive d’un carcinome épidermoïde qui s’est développé chez 

le lapin. Cette tumeur est transplantable en série, peut se développer dans différents organes 

du lapin adulte et possède une croissance rapide. Ces caractéristiques en font un modèle 

expérimental de référence pour étudier l’efficacité des traitements anticancéreux. Ce modèle 

est notamment très utilisé en radiologie interventionnelle afin d’évaluer l’efficacité de la 

chimioembolisation dans le cadre du traitement du CHC.    

En oncologie, l’efficacité d’un traitement est déterminée d’après différents critères 

comme l’augmentation du taux de survie des patients traités ou encore la diminution du 

volume tumoral mais aussi sur des critères fonctionnels comme la diminution de la viabilité 

tumorale. C’est lors d’un examen anatomopathologique que l’architecture tissulaire et la 

viabilité tumorale pourront être évalués à l’aide de colorations ou marquages spécifiques. À 

l’heure actuelle, cet examen est la méthode de référence pour identifier les modifications 

tissulaires induites par un traitement anticancéreux. Cependant, les techniques permettant de 

quantifier ces modifications tissulaires correspondent à des protocoles de préparation des 

échantillons particuliers, restent observateurs dépendants et nécessitent beaucoup de temps 

d’analyse. 

La microspectroscopie infrarouge a déjà monté un fort potentiel comme outil 

complémentaire de l’examen histopathologique car elle permet d’obtenir des informations à 

l’échelle moléculaire sans coloration au préalable de l’échantillon. Lorsqu’elle est couplée 

avec des outils chimiométriques (comme la mise au point de modèle de prédiction), la 

microspectroscopie infrarouge permet de distinguer la signature spectrale des tissus sains et 

des tissus néoplasiques. De plus, de tels algorithmes visant à automatiser la reconnaissance de 

zones tissulaires sur coupe histologique présentent également l’avantage de pouvoir les 

quantifier. Basés sur l’analyse d’une quantité importante de spectres, les modèles de 

prédiction permettent d’identifier la signature spectrale d’un tissu d’intérêt puis de quantifier 

la proportion qu’occupe ce tissu sur une coupe tissulaire analysée en aveugle. 

L’objectif de cette étude est dans un premier temps de valider l’utilisation de 

l’imagerie infrarouge pour discriminer les différents tissus de la tumeur VX2, puis dans un 

second temps, de développer un modèle de prédiction automatique, permettant d’identifier et 

de quantifier les tissus présents dans ce modèle de tumeur hépatique. 
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Matériels et méthodes 

 
Les tumeurs sont développées suite à l’injection d’une suspension de cellules 

tumorales VX2 directement dans le foie des lapins (n=10). L’exérèse des tumeurs est 

pratiquée après un développement tumoral de 14 jours. Le diamètre moyen des tumeurs est de 

2 cm. Les échantillons sont ensuite examinés macroscopiquement puis fixés au formaldéhyde 

et inclus en paraffine. Deux coupes adjacentes, du même bloc de paraffine, sont réalisées avec 

un microtome à une épaisseur de 10 µm. La première coupe est déposée sur une lame de CaF2 

nécessaire à l’analyse en infrarouge. La coupe adjacente est déposée sur une lame de verre 

standard puis colorée à l’hématoxyline-éosine-safran (HES). Cette coupe colorée en HES sert 

de référence pour la validation des résultats obtenus avec l’imagerie infrarouge. Parmi les dix 

tumeurs inclues dans cette étude, cinq tumeurs sont utilisées pour l’étape de caractérisation 

tissulaire et de construction du modèle de prédiction, les cinq autres comme échantillons tests 

servant à valider le modèle de prédiction. 

L’acquisition de 22 images infrarouges (9 sur les cinq premières tumeurs et 13 sur les 

cinq autres) est réalisée avec le microspectromètre Spotlight 300 system de Perkin Elmer sur 

la gamme spectrale 800-4000 cm-1 avec une taille de pixel de 25 µm, une résolution spectrale 

de 4 cm-1 et un nombre d’accumulations de 2. Les étapes de prétraitement des images 

infrarouges ont consisté à neutraliser l’influence de la paraffine (grâce à l’algorithme EMCS) 

puis à corriger la déformation de ligne de base des spectres, et enfin à réaliser une 

normalisation vectorielle de ces derniers sur la gamme spectrale 900-1800 cm-1. 

L’algorithme de classification utilisé dans un premier temps est le K-means (KM). La 

classification KM permet de regrouper les spectres présentant des similitudes au sein d’un 

même cluster. Le nombre de clusters étant déterminé empiriquement par l’utilisateur, 

différentes valeurs ont été testées dans cette étude. Après classification, une image pseudo-

couleur, appelée image KM, est reconstituée (une couleur différente par cluster) et est 

confrontée à la coupe histologique colorée correspondante. Pour valider la classification KM 

obtenue, un total de 195 zones de 200 µm2 est sélectionné sur les coupes HES au sein de 

chaque structure d’intérêt identifiée avec l’anatomopathologiste (parenchyme hépatique, 

cellules tumorales viables, nécrose intratumorale et fibrose : 31, 59, 67 et 38 zones 

respectivement). Chaque zone est ensuite reportée sur les images KM afin de vérifier que 

chaque cluster correspond à une structure identifiée sur la coupe HES. Les spectres des 

clusters validés ont ensuite permis de construire une banque de données représentative des 

signatures spectrales propres à ces tissus d’intérêt. Les spectres obtenus ont ensuite été 
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répartis pour deux tiers dans un jeu de spectres dit d’entrainement (317 886 spectres) et pour 

un tiers dans un jeu de spectres dit de validation (158 943 spectres). 

 Un modèle de prédiction a ensuite été construit en appliquant une analyse 

discriminante linéaire (ADL) au jeu de spectres d’entrainement. Ce modèle a été validé une 

première fois sur le jeu de spectres de validation (validation interne), puis une seconde fois en 

considérant les treize images IR enregistrées sur les cinq tumeurs n’ayant pas été utilisées 

pour construire la banque de données (validation externe). Les prédictions ADL obtenues en 

validation externe (se présentant également sous forme d’images pseudo-couleur notées 

images ADL) sont comparées aux coupes adjacentes colorées à l’HES : 219 zones d’intérêt 

sont ainsi reportées sur les images ADL pour valider les attributions du modèle de prédiction 

(32 zones pour le parenchyme hépatique, 101 pour les cellules tumorales viables, 62 pour la 

nécrose intratumorale et 24 pour la fibrose). L’identification automatique des tissus n’est pas 

le seul avantage que présente l’ADL. Le modèle de prédiction calcule également, et de façon 

automatique, la proportion qu’occupe chaque type de tissu sur l’image ADL, permettant ainsi 

de quantifier la viabilité tumorale. 

Résultats 

 
La comparaison entre les 9 images KM et les coupes adjacentes colorées en HES 

(obtenues sur les cinq premières tumeurs), montre qu’une classification en 8 clusters permet 

une bonne représentation des structures tissulaires de la tumeur VX2 (corrélation avec la 

coupe HES supérieure à 73% en fonction du type de tissu considéré). Notons qu’un nombre 

de classes plus faible ne révèle aucune structure ou ne permet pas de mettre en évidence les 

fines zones de fibrose. 

La validation interne du modèle de prédiction ADL montre une sensibilité supérieure à 

83% et une spécificité supérieure à 93% pour les quatre types de tissus étudiés. La validation 

externe sur les treize images IR non labellisées présente une corrélation supérieure à 88% 

pour le parenchyme hépatique, les cellules tumorales viables et la nécrose intratumorale. 

Cependant, seul 54% des zones de fibrose sont correctement identifiées par le modèle de 

prédiction. 

L’évaluation de la viabilité tumorale montre que les tumeurs VX2 présentent en 

moyenne 73% de cellules tumorales viables et 20% de nécrose après 14 jours de 

développement. Les zones de fibrose représentent 7% de la surface tumorale. 
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Conclusion et perspectives 

 
Ces résultats montrent que l’imagerie infrarouge, associée à des outils de classification 

spectrale, permet d’identifier et de quantifier automatiquement les différents types de tissus de 

la tumeur VX2. Cependant certaines améliorations et perspectives doivent être envisagées 

quant à l’identification de la fibrose d’une part et à l’application de ce modèle de prédiction à 

des tumeurs VX2 traitées par microsphères d’embolisation. 
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B. Préambule de l’article 2 et de l’article 3 

Introduction 

 
La chimioembolisation transartérielle est une technique mini-invasive de radiologie 

interventionnelle  actuellement recommandée pour le traitement des tumeurs hépatiques 

malignes non opérables. Elle consiste à injecter à travers un cathéter, directement dans les 

vaisseaux irriguant la tumeur, un médicament et un agent occlusif. Les microsphères 

d’embolisation (MS) sont un des produits ayant reçu la norme CE et l’approbation de 

l’organisation américaine FDA (Food and Drug Administration) pour être utilisé chez les 

patients souffrant d’un CHC non opérable. Ce traitement, apparu dans les années 2000, 

soulève encore plusieurs interrogations notamment sur le type de microsphères à utiliser, leur 

taille et la concentration de chargement en anticancéreux. Dans le but d’optimiser l’utilisation 

des microsphères d’embolisation, et par là proposer aux patients un traitement mieux adapté, 

des études précliniques doivent être réalisées en amont sur un modèle de tumeur de référence 

pour le CHC, comme la tumeur VX2. Pour cela, il est important de disposer d’une technique 

d’analyse objective et précise afin d’évaluer les effets anticancéreux induits par ce traitement, 

et ainsi déterminer l’influence de chacun de ses paramètres (types de MS, taille des MS ou 

concentration en anticancéreux) sur l’efficacité antitumorale. 

Comme décrit précédemment dans l’article 1, la microspectroscopie infrarouge permet 

d’identifier les différents types de tissus de la tumeur VX2 grâce à leurs signatures spectrales. 

Lors de cette première étude, la construction d’un modèle de prédiction à partir d’une banque 

de données de référence a permis d’automatiser l’identification et la quantification de la 

viabilité tumorale sur coupes tissulaires de tumeurs VX2 contrôles. 

L’objectif de ces deux études est donc d’étendre l’application du modèle de prédiction 

à des tumeurs VX2 traitées par des microsphères d’embolisation chargées en anticancéreux, 

afin de mettre en évidence les effets tissulaires du traitement, et notamment l’évolution de la 

viabilité tumorale. Dans un premier temps, l’article 2 tend à montrer que l’imagerie IR 

couplée à un modèle de prédiction ADL est également capable de distinguer et de quantifier 

les différentes structures tissulaires dans de telles conditions ; et dans un second temps, 

l’article 3 tend à confirmer le potentiel de cet outil sur une plus grande cohorte d’échantillon. 
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Matériels et méthodes 

 
L’étude de faisabilité présentée dans l’article 2 inclue 12 lapins porteurs d’une tumeur 

VX2 au niveau du foie. L’article 3 inclus les 12 lapins de l’article 2 plus 15 autres lapins 

augmentant le nombre total d’animaux à 27. Dans l’article 2, un groupe de 3 lapins (16 dans 

l’article 3) est soumis à une chimioembolisation transartérielle avec des microsphères 

chargées en doxorubicine. Un second groupe, composé des 9 animaux restant (respectivement 

11 lapins dans l’article 3), constitue le groupe témoin. 

Le temps de traitement des tumeurs VX2 est différent dans les deux études. Les 

animaux traités dans l’article 2 ont été sacrifiés 24 heures après chimioembolisation alors que 

ceux inclus dans l’article 3 ont été sacrifiés après 3 jours de traitement. Dans les 2 études, les 

prélèvements tissulaires, l’acquisition des données IR ainsi que leurs prétraitements sont 

réalisés dans les mêmes conditions que pour l’étude précédente. De la même manière, une 

banque de données spectrale a été construite en extrayant des résultats de classification KM 

les signatures spectrales des différents tissus d’intérêt, avec cette fois ci inclusion d’une classe 

tissulaire supplémentaire, le parenchyme hépatique nécrosé (relatif à l’utilisation de 

l’anticancéreux).  

À la différence de la première étude, la construction des modèles de prédiction est ici 

réalisée après avoir appliqué une analyse en composante principale (ACP) sur les spectres de 

la banque de données. L’ACP permet de considérablement réduire la dimension des données 

tout en conservant un maximum de variance entre elles. De la même manière que dans 

l’article 1, le modèle de prédiction a été validé à partir du jeu de validation établit avec un 

tiers des spectres de référence de la banque de données. Le modèle de prédiction est ensuite 

validé une seconde fois avec les images IR n’ayant pas servi à construire cette banque. 

La quantification de la viabilité tumorale a ensuite été calculée par le modèle de 

prédiction et les données obtenues sur les tumeurs témoins et les tumeurs traitées ont pu être 

statistiquement comparées (méthode de Mann Whithney). Dans l’article 3, cette technique de 

quantification via un modèle ACP-ADL a été confrontée aux mesures de quantification 

tissulaires obtenues en histopathologie sur des coupes HES numérisées et provenant des 

mêmes blocs paraffinés (corrélation de Spearman). De plus, une étude des différences 

spectrales existant entre les tissus de la tumeur VX2 a été réalisée (algorithme randfeatures, 

The MathWorks). Le but de cette étude étant de rapporter un autre avantage de l’imagerie 

infrarouge qui est, en plus de mettre en avant l’organisation morphologique des tissus d’une 
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coupe tissulaire, l’obtention de la composition biochimique de ces tissus et cela sans 

coloration ni marquage des échantillons. 

Résultats 

 
La comparaison entre les images KM en 8 clusters et les coupes adjacentes colorées en 

HES a montré une corrélation de  plus de 73% dans l’article 2 et de plus de 80% dans l’article 

3 (du fait d’un nombre d’images analysées différent). 

Les modèles de prédiction construits avec 20 composantes principales présentent pour 

les deux études une sensibilité supérieure à 86% et une spécificité supérieure à 96% pour les 

différents tissus d’intérêts (tumeur viable, tumeur nécrosée, fibrose,  parenchyme hépatique et 

parenchyme hépatique nécrosé). La comparaison entre les images ADL et les coupes HES 

correspondantes n’a pas été effectué dans l’article 2. Néanmoins, cette étape a été réalisée 

dans l’article 3 et a montré une corrélation supérieure à 79%, confirmant la robustesse du 

modèle de prédiction. 

L’évaluation de la viabilité tumorale montre que les tumeurs VX2 traitées par 

chimioembolisation présentent plus de nécrose que les tumeurs CTRL. Après 24h de 

traitement, la surface de nécrose tumorale est de 66% contre 18% chez les tumeurs CTRL 

(MW, P<0.0001). La proportion de tumeur viable correspondant à 0,2% chez les tumeurs 

traitées, atteint plus de 55% chez les tumeurs CTRL (MW, P<0.0001). 

Après 3 jours de traitement, la surface de nécrose tumorale atteint 92% contre 33% 

chez les tumeurs CTRL. La proportion de tumeur viable représente quant à elle 3% des 

tumeurs traitées et plus de 62% des tumeurs CTRL. On notera que les pourcentages 

complémentaires correspondent à la fibrose tumorale ainsi qu’aux spectres non attribués par 

le modèle. Dans l’article 3 (après 3 jours de traitement), les résultats obtenus en IR 

apparaissent corrélés avec les mesures histopathologiques pour la nécrose tumorale (rho= 

0,827, P<0.0001) et pour la tumeur viable (rho= 0,840, P<0.0001). 

Conclusion et perspectives 

 
L’article 2 représente une première étape dans l’application du modèle de prédiction à 

des tumeurs traitées par chimioembolisation. L’introduction de l’ACP avant l’ADL permet 

d’améliorer la sensibilité et la spécificité du modèle qui était insatisfaisante concernant le 

tissu fibreux (voir article 1). D’autre part, les comparaisons réalisées avec les analyses 

histopathologiques permettent d’une part, de renforcer la robustesse de la méthode, et d’autre 
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part, de valider la microspectroscopie infrarouge comme outil précis et objectif pour évaluer 

l’efficacité de la chimioembolisation sur la tumeur VX2. Il est donc possible d’utiliser ce 

modèle de prédiction afin de déterminer l’influence que peut avoir le choix de la taille des MS 

ou encore la dose de chargement en anticancéreux sur l’effet antitumoral du traitement. 
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Conclusions 

A. Paramètres influençant les propriétés d’élution d’embolisation 
 

Les microspectroscopies infrarouge et de fluorescence sont complémentaires pour 

l’étude du comportement in vivo des microsphères chargées en doxorubicine. La 

microspectroscopie infrarouge permet de quantifier la doxorubicine à l’intérieur des 

microsphères avec une limite de quantification de l’ordre d’un milligramme de DOX par 

millilitre de microsphères représentant environ 4 à 6% de la concentration de chargement 

utilisé habituellement en clinique (de 25 mg/mL à 37,5 mg/mL). La microspectroscopie de 

fluorescence permet de quantifier la doxorubicine dans le tissu et d’établir les profils de 

diffusion autour des vaisseaux occlus avec une limite de quantification de 0,3 µmol/L 

correspondant à un seuil inférieur à l’IC50 et l’EC50 de la doxorubicine DOX qui sont 

déterminés autour de 0,97 et 3,06 µmol/L respectivement (143). 

L’étude des propriétés d’élution est une étape cruciale dans le développement et 

l’amélioration des vecteurs de principe actif comme les microsphères d’embolisation. Nos 

travaux démontrent l’intérêt des microspectroscopies optiques pour la caractérisation des 

propriétés d’élution des microsphères et la quantification des effets tissulaires. Les différentes 

études réalisées visent à fournir des informations pertinentes pour aider la définition d’une 

procédure d’embolisation standardisée et optimale. 

Premièrement, nous confirmons que différentes propriétés physicochimiques, résultant 

directement de la composition des microsphères,  induisent des comportements in vivo 

différents. À concentration de chargement identique, la doxorubicine peut être éluée beaucoup 

plus rapidement par un type de microsphère qu’un autre. Ce constat pose la question de la 

durée optimale de contact entre le principe actif et le tissu cible. Faut-il plutôt une 

microsphère qui se vide rapidement et libère une concentration importante d’anticancéreux 

dans le tissu tumoral ou préférer une élution plus lente favorisant le temps de résidence du 

médicament dans la tumeur ? 

Deuxièmement, nous observons qu’une microsphère de petite taille a tendance à se 

vider plus rapidement qu’une microsphère plus large. La surface d’échange avec le milieu est 

plus importante avec les petites microsphères, favorisant l’élution du principe actif. À 

concentration de chargement identique, les microsphères plus larges, donc de capacité de 

chargement plus importante, contiennent généralement une quantité supérieure de principe 

actif entrainant une élution prolongée par rapport aux microsphères plus petites. 
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Troisièmement, nous démontrons qu’une microsphère chargée à plus faible 

concentration se vide plus vite, améliore la diffusion tissulaire du principe actif et induit le 

même taux de nécrose qu’une microsphère chargée à concentration élevée. Ces résultats 

inattendus sont intéressants dans un contexte clinique d’utilisation des microsphères car ils 

démontrent que ce n’est pas forcément en chargeant les microsphères avec des concentrations 

élevées que l’on induit des concentrations tissulaires plus importantes et une nécrose tissulaire 

supérieure. 

Quatrièmement, nous avons mis en évidence que les microsphères en amas se vident 

moins rapidement que les microsphères isolées entrainant ainsi une élution tissulaire 

prolongée de la doxorubicine. Nous avons mesuré des concentrations tissulaires cytotoxiques 

encore 80 jours après le traitement. 

B. Evaluation de la viabilité tumorale après traitement 
 

Le second avantage de la microspectroscopie infrarouge est la possibilité de réaliser 

des images spectrales morphologiques et fonctionnelles des coupes tissulaires déjà utilisées 

pour la quantification de DOX dans les microsphères et le tissu. Couplée à des analyses 

chimiométriques (création de modèle de prédiction), cette technologie est capable d’identifier 

automatiquement les types de tissus présents sur une coupe tissulaire non colorée en se basant 

sur leur signature spectrale. Nous avons développé un modèle de prédiction applicable au 

model tumoral VX2 du lapin qui est un modèle expérimental de CHC largement utilisé en 

radiologie interventionnelle pour tester l’efficacité de traitement ciblé comme la 

chimioembolisation. Ce nouvel outil, capable de quantifier automatiquement la viabilité 

tumorale sur une coupe tissulaire avec une résolution spatiale de l’ordre de la cellule, fournit 

une méthode de quantification tissulaire objective, précise et opérateur indépendante. Il est 

possible d’utiliser ce modèle de prédiction afin de déterminer l’influence que peut avoir le 

choix de la taille des MS ou encore la dose de chargement en anticancéreux sur l’effet 

antitumoral du traitement. Du fait que les analyses de quantification de la doxorubicine sont 

réalisées à partir de la même coupe tissulaire, nous pouvons imaginer superposer sur le même 

échantillon, la distribution du médicament et ses effets sur le tissu cible. D’autre part, 

l’information spectrale contenue en chacun des pixels des images infrarouge reflète la 

composition biochimique de l’échantillon et permet d’identifier les composés moléculaires 

caractéristiques de tissus d’intérêts. 



Perspectives 

 

195 

C. Pertinence clinique des résultats 
 

À l’heure actuelle, la technique optimale de chimioembolisation utilisant des 

microsphères n’est pas établie. Les recommandations cliniques se dirigent plutôt vers 

l’utilisation de microsphères de petites tailles car elles ont une distribution plus distale 

induisant une couverture du territoire tissulaire par l’anticancéreux plus importante (129, 

132).  Les outils développés peuvent apporter des précisions sur ces questions et orienter le 

choix d’un type ou d’une taille de microsphères pour réaliser une chimioembolisation chez les 

patients atteints de carcinome hépatocellulaire non opérables.  

 

Perspectives 
 

La stratégie d’étude des microsphères chargées en doxorubicine est potentiellement 

transposable à d’autres types d’implants et de molécules anticancéreuses. Il serait intéressant 

de comparer l’efficacité antitumorale des microsphères chargées avec différentes molécules 

comme par exemple le sunitinib (160), le sorafenib (161), l’idarubicine (162) ou l’imatinib 

(163) et de déterminer leur répartition tissulaire après injection. D’autres techniques 

d’embolisation sont en développement comme la TARE (radioembolisation transartérielle). 

Pour la TARE, l’embolisation est pratiquée avec des microsphères de verre (TheraSphere) ou 

de résine (SIR Spheres) contenant de l’yttrium-90, un élément radioactif émettant des 

particules et ayant une demi-vie de 64,1 heures (164, 165). L’efficacité de la TARE n’est pas 

encore établie et nécessite des études comparatives afin de valider ce dispositif médical et 

d’en prouver les bénéfices par rapport aux techniques actuelles. Il serait possible d’adapter 

nos protocoles d’analyses à ce type de produit pour comparer leur efficacité par rapport à 

d’autres types de microsphères dans le modèle de tumeur VX2. D’autre part, d’autres 

stratégies thérapeutiques se développent pour traiter les carcinomes hépatocellulaire, 

notamment les nanovecteurs de molécules anticancéreuses (166). Il pourrait être intéressant 

d’évaluer la cytotoxicité des nanovecteurs et visualiser à l’échelle tissulaire et cellulaire leur 

répartition et la distribution du principe actif. Il est également possible d’apprécier sur les 

spectres infrarouge la réponse cellulaire à un type de molécule (167) ou encore de discriminer 

les cellules résistantes des cellules sensibles à une thérapie (168) ce qui représente des 

avantages certains pour l’étude de nouvelles thérapies. 

Le modèle de prédiction développé au cours de ce travail de thèse peut faire l’objet de 

plusieurs améliorations. Il pourrait être pertinent d’appliquer des tests de qualité (169) avant 



Perspectives 

 

196 

la sélection des spectres pour construire la base de données (par exemple, évaluer le rapport 

signal sur bruit). D’autre part, il serait intéressant d’identifier la signature moléculaire de 

l’inflammation (170) et d’ajouter une classe « inflammation » dans notre modèle de 

prédiction. En effet, le tissu inflammatoire est présent suite à l’injection d’un corps étranger 

dans le système et fait partie de la réaction au traitement (78).  Enfin, la différenciation de la 

nécrose spontanée du modèle VX2 et de la nécrose induite par le traitement, non réalisable 

avec les techniques d’histologie classiques, pourrait également être pertinente pour 

l’évaluation de l’impact tissulaire du traitement. 
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RESUME en français 
Les microsphères d’embolisation, apparues dans les années 2000,  sont des dispositifs médicaux 
dirigées contre les tumeurs hépatiques non opérables. Elles sont calibrées et peuvent être chargées en 
anticancéreux. Ces avancées majeures permettent de contrôler le niveau d’occlusion et la 
concentration en principe actif à injecter dans la tumeur. Cependant, le type, la taille des microsphères 
ou encore la concentration en anticancéreux varient d’un centre à un autre et d’un pays à un autre. 
Notre travail vise à comparer, sur des modèles de tumeurs hépatiques, les propriétés d’élution et 
l’efficacité antitumorale de différentes préparations de microsphères. La microspectroscopie 
infrarouge est utilisée pour mesurer la quantité de doxorubicine présente dans les microsphères à 
différents délais alors que la microspectrofluorimétrie permet d’évaluer la concentration et la 
distribution de la doxorubicine autour des billes. L’évaluation de l’activité antitumorale du traitement 
est mesurée sur les images spectrales infrarouge grâce à un modèle de prédiction et confirmée par un 
examen histopathologique. Les résultats ont montré que la vitesse d’élution dépend des propriétés 
physicochimiques de la microsphère, de sa taille et de la concentration de chargement. Les 
concentrations tissulaires de doxorubicine mesurées induisent une réduction significative de la 
viabilité tumorale. Le modèle de prédiction est un outil robuste et précis pour évaluer les modifications 
tissulaires. Ces résultats permettent de formuler des hypothèses mécanistiques sur l’activité 
antitumorale de différentes préparations de microsphères afin d’optimiser leur utilisation dans une 
stratégie thérapeutique clinique. 
  
TITRE en anglais 
Drug eluting beads loaded with doxorubicin: Contributions of optical microspectroscopy to study the 
effect of beads size and amount of drug loaded on release properties and tissue damages. 

RESUME en anglais 
Transarterial chemoembolization is the most common treatment for patients with unresectable liver 
tumors. Calibrated drug eluting beads offer the advantages of controlling the level of occlusion, the 
amount of drug delivered, and the duration of drug delivery to the tumor. However, optimal procedure 
still remains unanswered and treatments differ through the use of various beads sizes or dose of 
loading. Our work is to compare, on experimental liver tumor model, the release properties and 
antitumor effects for different preparations of doxorubicin eluting beads. The amount of drug retained 
inside the beads, at different time point, is assessed by infrared microspectroscopy. Doxorubicin 
concentration and distribution in the tissue are determined by microspectrofluorimetry. Tissue 
modifications are quantified by a prediction model on infrared images and compared with the 
conventional pathological examination of stained tissue sections. Results show that elution rate of 
doxorubicin depend on the beads composition, the size and the loaded concentration. The doxorubicin 
tissue concentration induces a significant decrease of tumor viability. The prediction model 
established by infrared microspectroscopy is an accurate and robust tool to quantify tissue 
modifications. These results allow the formulation of mechanistic hypotheses on antitumor activity of 
different preparations of beads to optimize their use in a clinical therapeutic strategy. 
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