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Diagnostic, caractérisation et suivi de la carcinose peritonéale -

apports de I'imagerie fonctionnelle

RESUME

L’évaluation de la carcinose péritonéale (CP) reste difficile et peu standardisée. Nous
avons évalué différentes techniques de suivi de la CP en imagerie fonctionnelle, afin de mieux
comprendre 1’évolution microcirculatoire de la maladie, la valeur des différents biomarqueurs
disponibles et essayer de construite une méthodologie d’évaluation multiparamétrique
fonctionnelle.

Le pseudomyxome péritonéale (PMP) est une tumeur rare du péritoine, au sein de
laquelle I’angiogenése tumorale semble jouer un rdle prépondérant. Nous avons établi un
modele murin orthotopique de PMP. Nous avons suivi la perfusion tumorale par échographie
Doppler de I’artére mésentérique supérieure (AMS), et montré une accélération des flux au
sein de I’AMS accompagnant le développement de la tumeur, ainsi qu’une diminution de ces
flux chez les souris traitées par bévacizumab.

Puis, nous avons évalué la microcirculation au sein méme de la tumeur. Nous avons
ainsi pu montrer dans le modéle murin de PMP et dans un modéle de carcinose murine une
bonne reproductibilité pour mesurer la valeur du coefficient apparent de diffusion dans la
tumeur ainsi que les parametres de microcirculation extraits par la méthode Intra-Voxel
Incoherent Motion (IVIM) en utilisant une séquence d’imagerie par résonance magnétique
(IRM) de type HASTE avec un equipement clinique standard a 1.5T. Nous avons ensuite
appliqué la méthode IVIM pour le suivi de PMP de souris traitée par anti-angiogénique
(sorafénib). Nous avons montré a 3 semaines de traitement, une diminution de la fraction de
perfusion intra-tumorale ainsi qu’une diminution du coefficient de diffusion lié a la perfusion
chez les souris traitées, sans différence significative de taille de la tumeur entre les souris
traitées et non traitées.

L’application de ces méthodes d’imagerie fonctionnelle, combinées entre elles
pourraient permettre de construire des modeles prédictifs et de suivi chez les patients atteints
de PMP et de proposer des stratégies thérapeutiques personnalisées tres précocement au cours
de la maladie.



Diagnostic, caractérisation et suivi de la carcinose péeritonéale -

apports de I'imagerie fonctionnelle

1. Introduction :

1.1 Le péritoine normal et tumoral

1.1.1 Physiologie du peéritoine

Le péritoine est une structure complexe, dont la surface est d’environ 1.7 m?
composée d’une couche de cellules mésothéliales recouvrant une membrane basale et un
tissue conjonctif riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques (1). C’est un feuillet graisseux
continu, dont la portion viscérale recouvre les organes, et la portion pariétale la paroi
abdominale (Figure 1). L’un des rdles principaux du péritoine est de permettre le glissement
sans friction des organes digestifs mobiles entre eux. Il assure la sécrétion du liquide
mésothélial, qui circule dans le sens horaire, et agit comme une barriére, notamment au
passage des macromolécules. C’est une membrane semi-perméable qui permet une diffusion
rapide du liquide et des petites molécules mais limite la diffusion des grosses molécules. Son
épaisseur est de 90 um. Certaines macromolécules sont secrétées in-situ telles que le CA-125,
et leur concentration y est bien plus élevée que dans le plasma sanguin (2). Il joue aussi un
role dans la défense immunitaire notamment en facilitant I’agrégation des lymphocytes en cas
d’agression. Les cellules mésothéliales participent aussi activement a la régulation des
échanges entre les vaisseaux et le milieu extracellulaire a travers les jonctions de type gap et
le transport vésiculaire. Le péritoine intact est imperméable a la diffusion de gaz tels que le
CO; (3). Il a longtemps €té considéré comme une simple enveloppe recouvrant les visceres,
alors qu’il s’agit en réalité d’un organe a part entiére, et d’une barriére contre la dissémination
tumorale et infectieuse (4, 5). La cavité péritonéale est un vrai microenvironnement avec une
concentration spécifique en hormones, cytokines, facteurs de croissance, cellules (telles que
macrophages et lymphocytes), et un systéeme immunitaire spécifique. Le mode de
dissémination de la carcinose péritonéale (CP) secondaire, qui se fait le plus souvent de
proche en proche plutét qu’en profondeur a travers le péritoine, est en partie lié a ce role de
barriere physiologique (4, 6). Le role des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) dans la fonction du

péritoine ainsi que des macrophages a été suggére par plusieurs études mais leur role n’a pas



encore été identifié (7-9). Des études sur des modeéles animaux ont mis en évidence une
efficacité de certaines immuno-toxines contre les processus tumoraux péritonéaux (10). Son

role et son fonctionnement restent toutefois, a ce jour, encore incomplétement compris.

Aera nuda
Foie
Foramen omental
Pancréas
Estomac ,
Duodénum
Colon transverse Aorte
Grand omentum Mésentere
Intestingréle
Utérus
Vessie
Rectum

Figure 1. Anatomie normale du péritoine

1.1.2 La carcinose péritonéale

La CP est la dissémination de cellules tumorales dans la cavité péritonéale. Les
tumeurs malignes primitives du péritoine sont rares : il s’agit principalement du mésothéliome
péritonéal. Le plus souvent, la CP est secondaire & une tumeur primitive d’origine digestive

ou gynécologique. Historiquement, la CP était considérée comme une phase terminale de la



maladie, et était traitée de fagon palliative en raison d’une survie limitée de 5,2 mois (11, 12).
La CP est présente chez environ 7% des patients opérés pour cancer colorectal et apparait
apres traitement chirurgical a visée curative chez 4 a 19% des patients au cours du suivi (13,
14).

Les mécanismes de survenue de la CP sont a ce jour mal compris, mais les anciennes
théories qui la considéraient comme une simple dissémination par contiguité des tumeurs
digestives perforées ou des tumeurs ovariennes (les ovaires étant intra-péritonéaux), ne
peuvent pas expliquer certaines CP secondaires, en particulier celles survenant au cours de
certaines tumeurs du sein (15, 16). Il n’y a presque jamais de pénétration directe de la PC dans
les structures sous-jacentes du péritoine. Cela est probablement dd a la fonction de barriere du
péritoine. La CP est de plus en plus considérée comme une métastase régionale a part entiere,
et le péritoine comme un organe (17). Depuis les années 1990, la survie de ces patients a été
transformée grace a une nouvelle approche thérapeutique utilisant un traitement locorégional
agressif propose par Paul Sugarbaker (18, 19). Ce traitement combine une chirurgie de
cytoréduction tumorale maximale suivie d’une chimiothérapie hyperthermique intra-
péritonéale peropératoire (CHIP) (12, 20-23).

1.1.2.1 Angiogenése dans la carcinose péritonéale

Des études récentes ont amené a considérer la CP comme un processus métastatique
complexe, impliquant les mémes mécanismes que ceux décrit par Hanahan & Weinberg (24,
25). En particulier, le développement des cellules tumorales ne se fait pas au hasard, mais au
sein d’un microenvironnement tumoral ou se développe une néo-angiogenése tumorale et un
échappement au contr6le immunitaire. L’angiogenése est le mécanisme par lequel les cellules
tumorales vont induire la croissance de néo-vaisseaux pour subvenir a leurs besoins accrus en
nutriments et oxygene. L’acquisition de cette capacité a induire la formation de néo-vaisseaux
est une des caractéristiques des cellules tumorales (Figure 2). L’angiogenése est sous la
dépendance de facteurs de croissance pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, FGF...) et anti-
angiogéniques (angiostatine, thrombospondine). A I’état physiologique, tous ces facteurs de
croissance régulent la formation des vaisseaux. Il existe des processus physiologiques ou
pathologiques dans lesquels cet équilibre est modifié, comme par exemple la cicatrisation ou

la rétinopathie diabétique.
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Certains de ces facteurs de croissance, notamment le vascular endothelial growth
factor (VEGF), le platelet-derived growth factor (PDGF), le transforming growth factor beta
(TGF-béta) sont stimulés au cours de nombreux développements tumoraux et pourraient avoir
un role dans le développement des CP et dans la formation de la niche « pro-métastatique »
péritoneale (26-31).

Indépendance vis-a-vis
des signaux de

prolifération

Insensibilité aux
signaux
antiprolifératifs

Résistance
a 'apoptose

Stimulation de Pouvoir d’invasion et
I'angiogenese de dissémination

Potentiel illimité de
réplication

Figure 2. Mécanismes de I’oncogenése d’aprés Hanahan & Weinberg (24, 25).

A la phase initiale du développement tumoral, les cellules vont s’alimenter par simple
diffusion. Elles vont croitre en amas jusqu’a atteindre une taille limite (environ 2 mm?®) au-
dela de laquelle la croissance va nécessiter le recrutement et la formation de nouveaux
vaisseaux : c’est le « switch angiogénique » décrit par Folkman en 1971 (32). Cette étape de
la cancérogeneése est indispensable au développement tumoral pour la tumeur primitive mais
aussi pour les lésions a distance. Au cours du « switch angiogénique », la balance entre les
facteurs pro et anti-angiogéniques va étre déséquilibrée en faveur des molécules pro-
angiogéniques (Figure 3) (33). La sécrétion de facteurs pro-angiogéniques va étre favorisée
par I’hypoxie tissulaire et par des modifications génétiques au sein du génome des cellules
tumorales, intéressant certains proto-oncogeénes clés tels qu’EGFR ou RAS (34). Ces facteurs

pro-angiogeniques sont sécrétés par la cellule tumorale elle-méme, ou par son
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microenvironnement tumoral comme cela a été démontré dans les CP d’origine ovarienne
(35).

Nature Reviews | Cancer

Figure 3. Balance entre les molécules pro et anti-angiogéniques d’aprés Bergers et al. (34).
Le déreglement de la balance va faire basculer la cellule tumorale quiescente dans la phase

angiogénique.

Dans les tumeurs solides, la phase de croissance précoce d’une tumeur primitive et son
processus de dissémination métastatique sont largement dépendants de la formation de ces
nouveaux vaisseaux, sans lesquels les cellules tumorales demeurent a 1’état quiescent. Ces
néo-vaisseaux tumoraux assurent les apports en nutriments, oxygeéne et facteurs de croissance
indispensables a la croissance de la tumeur primitive, mais aussi a sa dissémination a distance.
Le processus d’angiogenese se fait par deux mécanismes : le bourgeonnement des vaisseaux
sanguins préexistants (sprouting) et le recrutement et I’incorporation de cellules endothéliales
aux vaisseaux en formation. Parmi les facteurs angiogéniques identifiés, le VEGF est le
régulateur clé de I’angiogenése tumorale. Cette glycoprotéine est exprimée de facon dérégulée

par les cellules tumorales et va agir via sa fixation, active deux récepteurs VEGFR1 et
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VEGFR2. L’activation de cette voie de signalisation VEGF-dépendante est un élément
favorisant la migration, la survie et la prolifération des cellules endothéliales, I’induction de
protéinases conduisant a un remodelage de la matrice extracellulaire, ’augmentation de la

perméabilité vasculaire et le maintien de la survie des vaisseaux néoformés (34).

L’angiogenése tumorale differe de 1’angiogenese physiologique car les néo-vaisseaux
tumoraux ont souvent une architecture aberrante, une perméabilité capillaire anormalement
augmentée, une maturation retardée et des interactions péricyte-cellule endothéliale
altérées.Alors que les vaisseaux induits par 1’angiogenése physiologique deviennent
rapidement matures et stables, les néo-vaisseaux tumoraux vont avoir une forme irréguliere, et
des contours tortueux. Le réseau vasculaire est anarchique est irrégulier, sans organisation
structurée en veinules, artérioles et capillaires. Ce réseau est volontiers hémorragique avec
une fuite capillaire élevée, car le VEGF joue aussi un rdle dans la régulation de la
perméabilité capillaire (il est aussi appelé le vascular permeability factor, VPF) (36). Les
cellules de soutien peéri-vasculaire vont étre moins denses avec des contacts plus laches. Des
cellules tumorales peuvent venir s’intégrer dans la paroi de ces néo-vaisseaux (37). Certaines
tumeurs vont étre capables d’envoyer des signaux pour recruter des progéniteurs endothéliaux

de la moelle osseuse (38, 39).

1.1.2.2 ROle des progéniteurs endothéliaux :

L’angiogenése a longtemps été considérée comme un processus local et exclusivement
assuré par le bourgeonnement des vaisseaux préexistants, résultant de la prolifération et de la
migration des cellules endothéliales. Plusieurs études ont suggéré que des précurseurs
endothéliaux circulants pourraient étre recrutés, a distance des processus tumoraux et
participer a la néo-angiogenése tumorale (40-42). Ces progéniteurs endothéliaux, sont sécrétés
par la moelle osseuse, circulent dans le sang et seraient capables de migrer vers le site tumoral
(43-45).

Lyden et al. ont démontré que ces mémes progéniteurs pouvaient participer a la
croissance tumorale, & la néo-angiogenése tumorale, a la formation d’une «niche pro-
métastatique » et au développement des métastases (38). Dans cette étude, les auteurs ont
utilisés des souris knock-out, chez lesquels les génes impliqués dans la mobilisation et

I’incorporation membranaire des récepteurs au VEGF (VEGFR1 et VEGFR2) ont été
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+/—

désactivés (1d1*"1d37) (38). Chez ces souris, ils ont irradié la moelle osseuse afin de détruire
leurs progéniteurs endothéliaux hématopoiétiques. Quatre groupes ont été constitues, et dans
chacun des groupes, ils ont greffé en intradermique des cellules tumorales de lymphomes et
des cellules de carcinome pulmonaire :

+/—

- Groupe 1: souris irradiées (1d1*71d37), greffées avec la moelle osseuse des souris
mutantes ayant le récepteur au VEGF inactivé (1d1*1d37).

- Groupe 2 : souris irradiées (1d1""1d37), greffées avec la moelle osseuse des souris
sauvages ayant le récepteur au VEGF actif (WT)

+/—

- Groupe 3 : souris irradiées (1d1""1d3™") non greffées
- Groupe 4 : souris non mutantes (wt) irradiées, greffées avec la moelle osseuse des souris

mutantes ayant le récepteur au VEGF inactivé (1d1*1d37).

Les tumeurs n’ont pas pu se développer chez les souris témoins qui n’ont pas regu de
moelle osseuse, et déficientes en récepteur au VEGF (groupe 3). En revanche, chez les souris
ayant recu une moelle osseuse exprimant le récepteur au VEGF (groupe 2), les tumeurs ont pu
se développer normalement. De plus, les auteurs ont pu mettre en évidence des cellules de la
moelle osseuse greffée (WT) dans les néo-vaisseaux et le lit capillaire de la tumeur
intradermique. Dans le groupe 1, les souris ont requ une moelle osseuse issue de souris

*"1d37") n’exprimant pas le récepteur au VEGF et les tumeurs ont involué. Dans

mutantes (1d1
le groupe 4, la tumeur a pu se développer, mais avec un retard de 3 semaines par rapport au
souris du groupe 2.

Ces résultats ont été reproduits dans plusieurs études, notamment dans des modéles
orthotopiques de métastases hépatiques (46, 47). lls montrent que les cellules tumorales vont
recruter des progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse, sous I’influence du VEGF, qui
sont nécessaires au développement de 1’angiogenése localement. Les cellules endothéliales
circulantes et les progéniteurs endothéliaux circulants pourraient donc étre considérés comme
de potentiels biomarqueurs de l'angiogenése tumorale. Les études sur la valeur pronostique
des progeéniteurs endothéliaux circulants et des cellules endothéliales circulantes sont
nombreuses dans le cancer du sein (48-50). Dans le cancer colorectal en situation
métastatique, il a été rapporté une corrélation entre un taux élevé de progéniteurs endothéliaux
circulants ou de cellules endothéliales circulantes et la réponse tumorale apres bévacizumab

ainsi qu’avec la survie globale (51-53).
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1.1.2.3 Progéniteurs endothéliaux et niche pré-métastatique

Des travaux récents chez la souris ont montré que le microenvironnement du futur site
métastatique pourrait étre modifié a distance par la tumeur initiale (54, 55). La tumeur
primitive serait donc capable d’induire une « niche pré-métastatique » en rendant le
microenvironnement de I’organe cible propice et favorable au développement des meétastases.
Les cellules tumorales seécrétent du VEGF et des chimiokines qui vont provoquer le
recrutement, 1’activation, et la mobilisation de cellules progénitrices hématopoiétiques
expriment le récepteur au VEGF (VEGFR), dans la moelle osseuse. Celles-ci vont migrer vers
les sites métastatiques, avant méme qu’ils ne soient colonisés par les cellules tumorales, et
s’incorporeraient au stroma péri-vasculaires. Elles vont alors interagir avec les cellules,
notamment les fibroblastes, et la matrice extracellulaire. Cette activation locale du stroma,
ainsi que I’augmentation de la perméabilité capillaire qui va en découler va provoquer la

captation des cellules tumorales circulantes par la niche pro-métastasique.

1.1.2.4 Le microenvironnement tumoral

Les cellules souches mésenchymateuse (CSM) sont caractérisées par leur capacité a
s’auto-renouveler et a se différencier en tissus d’origine mésodermique (os, cartilage, graisse,
tissu conjonctif). Elles participent activement a la régénération tissulaire (56). Les CSM sont
recrutées par la moelle osseuse vers les tissus endommagés, ou inflammatoires qui vont
produire des signaux endocriniens (57). Les tissus tumoraux sécrétent des facteurs de
croissance en quantité abondante, ainsi que des cytokines et des protéines de remodelage de la
matrice. L’une des hypothéses actuelles est que les CSM migrent vers le site tumoral de
méme que vers le site d’une blessure, pour s’incorporer au stroma tumoral (Figure 4).
Toutefois, les mécanismes de cette incorporation et leur effet sur la physiologie tumorale
restent mal compris. Des études ont montré que les CSM favorisaient la croissance tumorale
et seraient impliqués dans l‘invasion et 1’angiogenése tumorale ainsi que dans la formation
des métastases (58-64). Mishra et al. ont montré que les CSM pouvaient se différencier en un
type cellulaire proche des fibroblastes associés aux carcinomes (CAF) lorsqu’elles étaient en
contact avec un milieu tumoral et que ces cellules pouvaient promouvoir la croissance
tumorale (64, 65).
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Figure 4. D’apres Hurst et al., Nat Med. 2007 (66) : Les cellules souches dérivées de la
moelle osseuses ont plusieurs réles dans la régulation du processus métastatique : la
mobilisation des cellules souches (cellules bleues), incluant les cellules souches
mésenchymateuse et hématopoiétiques, est stimulée par les cellules tumorales (jaunes) via un
mécanisme inconnu. Les cellules souches contribuent a I’angiogenése, 1’invasion locale et la
formation de la « niche pro-métastatique ». Les CSM sont recrutées vers les sites ou les tissus
sont lésés, tel que les lésions induites par les cellules tumorales sur la matrice extracellulaire.
Des populations diverses de progéniteurs peuvent potentiellement jouer un role
complémentaire dans chaque étape de cette cascade via des signaux paracrines et juxtracrines.

L’influence du microenvironnement sur la biologie des cellules tumorales a longtemps
été suspectée : la premiére théorie de la « graine et du sol » a été proposée par Stephen Paget
en 1889 (« Seed and Soil ») (67). De I’observation que la distribution des métastases n’est pas
liée au hasard, Paget pose I’hypothése que la tumeur primitive interagit avec le site
métastatique et que I’environnement doit étre approprié¢ pour que les métastases puissent s’y
développer. Les cellules tumorales (les graines) ne pourraient disséminer que dans un

microenvironnement compatible et favorable (le sol).
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Dans le cas particulier du peritoine, Rafii et al. ont isolé une cellule stromale dans
I’ascite de patientes traitées pour CP d’origine ovarienne, ayant la particularité d’exprimer des
protéines de résistance multi-drogues (68). Ils ont nommé ces cellules, les hospicells. Ces
hospicells ont la particularité d’interagir de fagon forte avec les cellules tumorales épithéliales
ovariennes, et de leur conférer une résistance aux chimiothérapies a base de sels de platine et
ainsi qu’aux taxanes. L’interaction entre les deux cellules se ferait aux travers de jonctions de
type gap permettant I’échange de protéines par un mécanisme appelé « trogocytose ». Grace a
ce mécanisme, la cellule tumorale pourrait donc acqueérir de nouvelles fonctions, et
notamment, des pompes de résistance multi-drogue leur permettant de devenir chimio-
résistantes. Ces cellules pourraient donc jouer un réle similaire a celui des cellules stellaires
dans le foie, en protégeant la cellule tumorale et en participant au développement d’un terreau

propice a son développement (69).

1.1.2.5 Implications cliniques

La croissance tumorale s’associe a I’expression accrue de facteurs pro-angiogéniques.
Il a été ainsi montré qu’une surexpression du VEGF était trouvée dans 37 a 100% des cas des
cancers colorectaux (70). Cette surexpression est corrélée a I’invasion cellulaire, a la densité
vasculaire, au développement des métastases et au pronostic des malades (71, 72).
L’expression du VEGF semble fréquemment corrélée aux mutations de RAS, aux mutations
de la voie de signalisation APC-WNT, ainsi qu’a la surexpression de la cyclo-oxygénase 2,
anomalies fréqguemment rapportées au cours du cancer colorectal (73, 74). Une association
significative entre la densité micro-vasculaire tumorale et les taux de récidive tumorale et de

survie des malades a été également rapportée (75-77).

Il a été montré dans la CP d’origine ovarienne que le taux sanguin de VEGF etait
corrélé a I’extension de la maladie (78). Chia et al. ont corrélé le taux de VEGF intra-
péritoneal a la survie sans progression chez 97 patients consécutifs traités pour CP (79). lls
ont mesuré le VEGF circulant sanguin (Ty) en préopératoire ainsi que le taux de VEGF
intrapéritonéal au cours de la chirurgie. lls ont ainsi montré que le taux de VEGF
intrapéritonéal en début d’intervention (Ti) était associé a une meilleure survie globale, et que
le rapport Ti/ T,y était associé a une meilleur survie sans progression. Ces auteurs suggeérent

que les traitements néo-adjuvants incluant des anti-angiogéniques pourraient avoir un intérét,
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en particulier chez les patients a risque de résection incompléte, car ayant de trop

volumineuses masses tumorales.
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1.2 Prise en charge des carcinoses péritonéales

La CP a longtemps était considérée comme un site métastatique non résécable et donc
un stade terminal de la maladie. Les patients étaient traites par chimiothérapie a visée
palliative uniquement. Malgré I’amélioration de I’efficacité des chimiothérapies systémiques,
la survie des patients traités par chimiothérapie seule reste limitée (5,2 mois) (11, 12). Le
paradigme de la maladie a changé considérablement, avec 1I’apparition de traitements curatifs
qui ont permis d’améliorer considérablement le pronostic chez certains patients. La prise en
charge a visée curative inclut donc une chimiothérapie péri-opératoire adaptée a la tumeur
primitive, une chirurgie de cytoréduction compléte qui va retirer I’ensemble de la maladie
macroscopique et une chimiothérapie hyperthermique intra-péritonéale (CHIP) dont I’objectif

est de traiter les microlésions résiduelles (80).

1.2.1 La prise en charge chirurgicale

Le principe de cette technique est d’éradiquer la maladie macroscopique par
cytoréduction compléte. Dans un second temps, la maladie microscopique résiduelle est
éradiquée par une chimiothérapie intra-péritonéale administrée soit en peropératoire, soit dans
la période post-opératoire immédiate. Lorsqu’elle est administrée en peropératoire, la
chimiothérapie est administrée a 1’aide d’un bain chauffé a 38°C afin de favoriser 1’action des
drogues et leur diffusion, sans bruler les tissus sains (18). Cela va permettre d’obtenir une
concentration locale en chimiothérapie bien supérieure aux traitements administrés par voie
intraveineuse.

Les premiéres études cliniques ont montré un bénéfice sur la survie des patients en
fonction de I’extension de la maladie péritonéale, et que la survie médiane pouvait dans
certains cas étre amélioré de 4 ans (81). Les patients ayant une CP d’origine colorectale traitée
par CRS et CHIP ont vu leur survie atteindre une moyenne de 21 a 40 mois (82). Ce
traitement permet de prolonger la survie des patients avec CP d’origine colorectale jusqu’a
plus de 40 mois (mediane : 30 mois) (12, 83-86). Le bénéfice du traitement chirurgical est le
plus important dans le cas du pseudomyxome péritonéal (PMP), carcinose mucineuse rare,

pour laquelle aucun autre traitement n’a montré d’efficacité, notamment aucune
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chimiothérapie. En cas de résection compléte, le taux de survie a 20 ans des patients avec
PMP peut atteindre 70% (87).

Dans le cas du cancer colorectal et des carcinomes ovariens, cette amélioration de la
survie peut étre attribuée non seulement aux ameéliorations des techniques chirurgicales et a

I’introduction de la CHIP, mais également a I’amélioration des chimiothérapies systémiques.

1.2.2 La prise en charge médicale

Le plus souvent, la chirurgiec n’est pas réalisée d’emblée mais aprés une
chimiothérapie néo-adjuvante. Le choix des drogues va dépendre de 1’histologie de la tumeur
primitive. Dans le cadre de CP d’origine colorectale, les chimiothérapies sont les mémes que
celles utilisées pour les cancers colorectaux avec métastases hépatiques: on propose
principalement du 5-fluorouracil (5FU) et de I’acide folinique associés a un sel de platine (tel
que I’oxaliplatine, protocole FOLFOX) ou a I’irinotécan (protocole FOLFIRI) (88-92). Cette
chimiothérapie néo-adjuvante a plusieurs objectifs :

- Améliorer la survie globale (93).

- Faire diminuer le volume tumoral et rendre résécable une CP inopérable d’emblée (94).

- Traiter le patient en attendant la chirurgie et évite la progression dans I’intervalle.

- Favoriser la préservation des organes.

- Tester I’efficacité de la chimiothérapie qui pourra étre donnée ensuite en adjuvant (12, 13,
20-23).

Selon le profil génétique de la tumeur, certaines biothérapies peuvent étre proposées en

association ou plus rarement seules en traitement d’entretien (95).

Dans le cadre du cancer ovarien, la chimiothérapie néoadjuvante est devenue le
traitement de référence dans les maladies découvertes a un stade avancé, en particulier en cas
de CP ou chez les patientes non opérables d’emblée (96). Cette chimiothérapie est souvent
associéee a un traitement anti-angiogénique et permet notamment de diminuer la morbidité

peri-opératoire, et de rendre le cancer résécable chez certains patients (97, 98).

20



1.3 Exploration d’une carcinose péritonéale

1.3.1 Explorations chirurgicale

La tomodensitométrie (TDM) abdominale avec injection sert actuellement d’examen
préopératoire systématique chez ces patients pour faire le bilan péritonéal et extra-péritonéal
de la maladie. Une exploration chirurgicale est parfois réalisee dans un temps différent du
traitement, afin d’évaluer la résécabilité de la maladie. Pour cette exploration a visée
diagnostique, la voie laparoscopique est préférée a la laparotomie du fait de sa durée plus
courte, de ses complications moindres et de sa plus faible durée d’hospitalisation (99).

La laparoscopie diagnostique est utilisée afin d’améliorer la sélection préopératoire
des patients : il s’agit de la seule technique qui permet de visualiser directement la surface
péritonéale et la capsule hépatique. Elle permet donc de diagnostiquer de fagon mini-invasive
des lésions métastatiques de faible volume qui ne seraient pas visualisées par la TDM, et donc
ainsi, de diminuer le nombre de laparotomies inutiles (100). Elle reste la méthode la plus
fiable pour le bilan préopératoire de la maladie. Plusieurs systéemes de score ont été
développés pour quantifier la maladie.

e L’index de carcinose péritonéal (ICP) proposé par Sugarbaker (101).

e Le N score de Verwall (102)

e La classification de Gilly (103)

e LePscore (104)

D’autres scores et modéles existent, tels que le score de Fagotti (105). Toutefois, ce
dernier est un score de prédiction de la résécabilité plutdét qu’un score de quantification

topographique, et a été développé et validée uniquement pour la CP d’origine ovarienne.

L’ICP de Sugarbaker (101) est le plus répandu parmi les centres de référence prenant
en charge des CP. L’abdomen est divisé en 9 régions et I’intestin gréle en 4 segments (Figure
5). La taille de la masse tumorale est évaluée dans chaque région avec une échelle semi-
quantitative allant de 0 a 3 (0: pas de tumeur ; 1 tumeur de moins de 0,5 cm; 2 : tumeur
mesurant entre 0.5 et 5 cm; 3 : tumeur mesurant plus de 5 cm). Le score varie donc de 0 a 39.
Dans son analyse, Sugarbaker montre que les patients ayant un ICP < 20/39 ont un pronostic
améliore par le traitement chirurgical du fait de la possibilité de résection compléte (101).
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Figure 5. Les différentes régions de 1’abdomen et de I’intestin gréle :

7.
8.
9.
10.
11.
12.

Centrale : grand omentum, colon transverse

Supérieur droit : surface supérieure du lobe droit hépatique, surface péritonéale du
diaphragme droit, espace rétro-hépatique droit.

Epigastre : graisse épigastrique, lobe gauche du foie, petit omentum, ligament
falciforme.

Supérieur gauche : surface péritonéale du diaphragme gauche, rate, queue du pancréas,
surface anterieure et postérieurs de 1’estomac.

Flanc gauche : colon descendant, gouttiére pariéto-colique gauche

Inférieur gauche : parois latérale gauche du pelvis et colon sigmoide.

Pelvis: organes génitaux féminins (ovaires, trompes, utérus), cul-de-sac de Douglas,
jonction recto-sigmoidienne.

Inférieur droit : paroi latérale droite du pelvis, caecum et appendice

Flanc droit : colon ascendant, gouttiere pariéto-colique droite

Jejunum supérieur : intestin gréle et son mésentere

Jéjunum inférieur : intestin gréle et son mésentere

[1éon supérieur : intestin gréle et son mésentere

[1éon inférieur : intestin gréle et son mésentére

En fin d’intervention, 1'exérése est classée comme étant compléte ou incomplete selon un

score .

e CCO : absence de résidu tumoral macroscopique
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e CC1 : résidu tumoral <0,25cm
e CC2:résidu tumoral 0,25<R<2,5 cm
e (CC3 :résidu tumoral > 2.5 cm.

1.3.2 Exploration non invasive préopératoire

L’objectif de 1’exploration préopératoire est double : elle doit fournir au chirurgien et
I’ensemble de I’équipe de concertation multidisciplinaire une évaluation a la fois quantitative
et qualitative de la maladie. Elle doit fournir a la fois une cartographie précise des lésions
avec une évaluation quantitative ou plutdt semi-quantitative de leur taille, ainsi que des
criteres permettant d’évaluer la résécabilité de ces Iésions. Cela va permettre une sélection
optimale des patients candidats au traitement chirurgical. En effet, celui-ci est lourd, et non
dénué de complications. Si la cytoréduction complete ne peut étre obtenue, la survenue de
complications va aggraver le pronostic du patient (22). 1l faut donc réserver le traitement aux
patients qui vont le plus en bénéficier, c’est-a-dire ceux chez qui la résection compléte est

possible.

1.3.3 Les techniques d’évaluation « classiques » d’une carcinose

péritonéale.

Irradiation  Disponibilit¢  Rapidité Cout Acquisition

TDM ++ +++ +++ € Treés standardisée

Variabilité importante. Doit

IRM - ++ ++ €
étre réalisée en centre expert
TEP-TDM +++ + + €€€  Tres standardisée
Variabilité importante. Doit
TEP-IRM + - - €eee

étre réalisée en centre expert
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1.3.3.1 La tomodensitométrie (TDM)

La TDM reste I’examen indispensable a tout bilan en cancérologie et en particulier
dans la CP (106). L’acquisition est rapide, tres standardisée, 1’examen est peu couteux,
facilement disponible, trés performant y compris en dehors de centres spécialisés. Bien
qu’irradiant, cette problématique passe au second plan devant patient ayant un cancer et en
particulier une CP. La TDM permet a I’heure actuelle d’acquérir des images ayant une tres
haute résolution spatiale et des coupes tres fines, permettant de faire des reconstructions dans
tous les plans de I’espace sur une console standard. L’un de ses défauts est sa relativement
faible résolution en contraste, en particulier dans les tissus mous et les parenchymes et c’est
pour cela que 1’administration intraveineuse de produit de contraste est indispensable pour
toute évaluation cancérologique et en particulier pour évaluer le tube digestif, le péritoine et
les organes pleins tels que le foie.

Les performances de la TDM rapportées dans la littérature pour la détection de la CP
varient de 25% a 96% (107-111). De nombreuses évolutions technologiques ont eu lieu au
cours des derniéres années, permettant d’augmenter de fagon considérable la résolution
spatiale ce qui explique que les performances augmentent au cours du temps. Toutefois, la
plupart des études soulignent que les performances de la TDM ne sont pas suffisantes pour
affirmer définitivement 1’absence de maladie ou de récidive, ou bien 1’irrésécabilité de la
maladie. Les faux positifs dépendent principalement de la taille des lésions et de leur
localisation. Main et al. ont rapporté une sensibilité de 43% pour les lésions de moins de 5
mm, de 100% pour les lésions de plus de 5 cm, et de 87% pour les lésions de taille
intermédiaire (112). Ces auteurs ont aussi montré que la sensibilité était élevée dans certaines
régions telles que la partie antérieure de 1’abdomen (100%), la surface hépatique (100%) et
plus faible pour la surface splénique (67%), dans le petit omentum (40%) ou sur la paroi de
I’intestin gréle (58%) (112). La spécificité de la TDM était particulierement éelevée dans
I’ensemble des régions excepté le mésentere. Les résultats de cette étude ne peuvent toutefois
pas étre généralisés, car il s’agit d’une étude rétrospective chez 18 patients. Les performances
élevées, notamment a la surface du foie ne correspondent pas a ce qui est retrouve en pratique
courante et dans les autres études, cette région restant difficile a analyser (107). Par ailleurs, la
distinction entre une petite lésion de CP faisant scalopping sur le foie ou d’une Iésion sous
capsulaire peut parfois étre un vrai challenge pour le radiologue, alors que cette distinction
peut modifier considérablement la stratégie medicale et chirurgicale, en particulier lorsqu’il

s’agit de la seule 1ésion ou d’une suspicion de récidive. En effet, le traitement et le pronostic
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d’une récidive péritonéale est tres différent de celui d’une 1ésion hépatique sous capsulaire
unique.

Enfin la TDM permet de faire le bilan extra-péritonéal. Il s’agit du meilleur examen
pour détecter les nodules pulmonaires, y compris en 1’absence d’injection du fait de ca trés
haute résolution spatiale. Concernant le bilan hépatique, les performances de la TDM restent

bonnes, mais I’IRM lui est supérieure, et doit étre réalisée au moindre doute (113).

1.3.3.2 L’imagerie par résonnance magnetique (IRM)

La place de I’IRM dans I’exploration de I’abdomen supérieur (foie, reins, surrénales)
est largement établie. Elle est aussi la pierre angulaire de 1’exploration du pelvis, notamment
dans les pathologies gynécologiques, urogénitales et dans le bilan du cancer du rectum (114,
115). Toutefois, sa place dans le bilan de la CP n’a jamais était réellement validée : les études
publiées incluent le plus souvent de petits effectifs et leurs résultats en terme de performances
sont inconstants.

Comparativement a la TDM, I’examen d’IRM est plus cher, moins facilement
disponible et le temps d’acquisition est plus long. Mais sa principale limite est probablement
le manque de standardisation de la technique d’acquisition et des séquences. L’étude du
péritoine en IRM est difficile @ plus d’un titre. Malgré les améliorations techniques
constantes, la résolution spatiale de I’'IRM reste significativement inférieure a celle de la
TDM. Les facteurs influengant la détectabilité d’une Iésion étant sa taille, et le contraste avec
les tissus autour, 'IRM va bénéficier de son importante résolution en contraste : cette
résolution est trés élevée pour les tumeurs a fort contenu hydrique (telles que les tumeurs
mucineuses), ainsi que pour les tumeurs a forte densité en cellules tumorales qui vont
rehausser le contraste de fagon intense, et dans lesquelles la diffusion libre des molécules
d’eau va étre restreinte..

Du fait de sa trés haute résolution spatiale et de ses performances élevée dans la
détection des Iésions extra-péritonéales, la tomodensitométrie reste I’examen de premiere
ligne dans le bilan d’une CP (106). Dans notre expérience, I’interprétation de I’IRM dot étre
conjointe a celle de la TDM. Cela permet de combiner la haute résolution en contraste de
I’IRM et la haute résolution spatiale de la TDM. Dans un des articles présentés en annexe,
nous avons ainsi montré que la combinaison de la TDM et de I'IRM permettait d’améliorer

I’estimation de I’ICP par rapport a la TDM seule, pour des lecteurs experts. Nous avons aussi
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montré que la valeur ajoutée de I’IRM était la plus ¢élevée dans la région centrale (région 0), le
pelvis (région 6), et le quadrant supérieure gauche (région 3).

Certains auteurs ont montré une excellente sensibilité de I’IRM pour la détection des
implants de CP: dans une étude évaluant les performances de I’'IRM avec séquence de
diffusion et administration intraveineuse de chélates de gadolinium, Low et al. ont rapporté
une sensibilité par région de 88% et une spécificité de 74% chez 33 patients (116). Toutefois,
la principale limite de cette étude, hormis le faible effectif, était que 25/33 patients traités
avaient un carcinose mucineuse de type PMP. Hors, pour les tumeurs mucineuse, la tres forte
concentration molécules d’eau permet d’avoir un excellent contraste en IRM, et toutes les
études rapportent d’excellentes performances dans ce cas particulier (117, 118). Dans une
étude plus récente comparant les performances de la TDM a I’'IRM, Low et al. ont rapporté un
supériorité significative de I’IRM sur la TDM (116). Aprés avoir classé 22 patients en 3
catégories (ICP=0-9 ; 10-20 ; et 20-39), 20 patients étaient classés dans la bonne catégorie par
I’IRM (91%) et seulement 11 patients (50%) par la TDM. Ils rapportaient aussi une sensibilité
et une spécificité par région anatomique de 95% et 70% pour I’'IRM contre 55% et 86% pour
la TDM. Toutefois, cette étude présente la méme limite majeure que la précédente de cette
équipe : 17/22 patients ont été traités pour une tumeur de ’appendice, et probablement des
PMP pour lequel les performances de I’IRM sont excellentes.

D’autres études n’ont pas montré de supériorité ni de valeur ajoutée a I’IRM par
rapport & la TDM. Ainsi, Torkzad et al. ont comparé les I’'IRM et la TDM chez 39 patients
pour catégoriser les patients en 2 catégories : ICP faible (0-19) ou élevé (20-39) en comparant
les performances d’un lecteur senior et d’un lecteur junior (119). L’IRM et la TDM étaient
équivalentes pour le lecteur sénior alors que le lecteur junior était plus performant avec la
TDM qu’avec 'IRM. Dans notre expérience, I’interprétation et la réalisation d’un IRM du
péritoine nécessite un lecteur expérimenté, ce qui est moins prépondérant pour la TDM.
Toutefois, les résultats de 1’étude de Torkzad et al. sont a interpréter avec précaution en raison
d’une méthodologie perfectible (catégorisation en seulement 2 groupes) et de criteres
d’inclusion inhabituels : 8 /39 patients avec un PMP, 1/39 un cancer de 1’ovaire, 3/39 un
cancer colorectal, et 26/39 patients avaient une CP d’origine indéterminée.

Dans le cas des tumeurs mucineuses et des PMP, les performances de I’IRM sont
excellentes, et il s’agit du seul cas ou 1’on pourrait éventuellement se passer de TDM. Les
implants de CP, y compris ceux de petite taille, vont étre en hyper signal sur les séquences en
pondération T2 du fait de la haute concentration en molécules d’eau au sein de la mucine.

Low et al. ont rapporté un sensibilité et une spécificité par région de 87% et 89% chez 22
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patients avec PMP explorés en IRM (118). Par ailleurs, ils rapportaient une corrélation entre
le degré de rehaussement 5 minutes aprés administration de gadolinium et le grade de la
tumeur, mais ces données n’ont jamais étaient confirmées par d’autres études. Dans une étude
plus récente chez 82 patients, dont 73 ayant eu une IRM, Menassel et al. ont montré que
I’IRM pouvait prédire la non résécabilité du PMP; ils rapportaient une sensibilité et une
specificité de 67% et 100% pour évaluer I’atteinte du pédicule hépatique et de 88% et 100%

pour évaluer I’engainement du mésentére (117).

1.3.3.3 La tomographie par emission de positron (TEP)-TDM

La tomographie par émission de positrons couplée a la tomodensitométrie (TEP-TDM)
fournit une information a la fois anatomique et fonctionnelle. En particulier, I’information
fonctionnelle semble avoir une valeur pronostique dans certains cancers (120-122).
Concernant la CP, peu d’études existent a ce jour. La TEP-TDM permet de mesurer 1’avidité
des cellules pour le glucose, en utilisant comme traceur le 18-fluoro-désoxyglucose (**FDG),
un glucose radioactif émetteur de positrons. La TEP-TDM mesure donc 1’activité métabolique
des cellules tumorales qui vont avoir une surconsommation de glucose. La principale limite
de cette technique est la faible résolution spatiale de la TEP. C’est pourquoi elle est couplée a
une TDM basse dose qui va permettre de réaliser des images de fusions et de localiser
précisément les hyperfixations. Toutefois, la masse critique tumorale pour obtenir une fixation
significative dépend des types tumoraux, de leur activité et du volume tumoral : ainsi, les
micronodules pulmonaires, méme malins, peuvent ne pas avoir d’hyperfixation, surtout
lorsqu’ils mesurent moins de 5 mm. Dans le cadre de la CP, les petites infiltrations nodulaires
ou la masse tumorale et faible ne vont donc pas avoir d’hyperfixation en raison de ce deéfaut
de résolution. Par ailleurs, les tumeurs a faible contingent cellulaire, notamment celles a
dominante mucineuse telles que le PMP n’ont typiquement pas d’hyperfixation.

Les études publiées rapportent des performances de la TEP-TDM seule, inférieures a
celles de la TDM, mais une amélioration globale des performances lorsque 1’on combine les
deux examens, en terme de corrélation a I’'ICP (123). Toutefois, cette derniére étude n’a inclu
que 22 patients rétrospectivement. Soussan et al. ont rapporté de bonnes performances de la
TEP-TDM, mais en utilisant un standard de référence imparfait (seuls 18/30 patients ont eu
une exploration chirurgicale de la cavité¢ abdominale) et en divisant ’abdomen en 3 régions

uniquement (124). Une méta-analyse récente a montré une sensibilit¢ de 84% et une
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spécificité de 98% (125). Toutefois, il s’agit de résultats par patient et non pas région
péritonéale. Le TEP-TDM pourrait aussi étre utile pour choisir le site d’une potentielle
biopsie, car il va montrer les sites ayant la plus forte activité métabolique et donc le plus de
cellules tumorales actives.

Certaines études ont rapporté une valeur ajoutée pour certains nodules accolés au tube
digestif, qui, méme s’ils sont visibles & la TDM ou en IRM, son manqués en premiere lecture
et considérés comme des structures normales. Ces cas de faux négatifs peuvent étre limites si
la TDM et I’'IRM réalisées dans le cadre d’un bilan préopératoire de CP sont relues dans le
centre expert par des radiologues spécialisés. Par ailleurs, la valeur ajoutée de la TEP-TDM
dans le bilan préopératoire de la maladie extra-abdominale reste a évaluer dans de larges
essais multicentriques.

Une étude récente a montré que le TEP-TDM avait une valeur pronostique dans le
PMP et que les patients ayant le SUV le plus élevé étaient les plus a risque de récidive et de
résection incompléete (126). Ces résultats restent a étre validés dans d’autres études.
L utilisation de la TEP-TDM dans le PMP reste du domaine de la recherche, et est réalisee

uniquement dans les centres experts.

1.3.3.4 La TEP-IRM

Il s’agit de la plus récente des techniques d’imagerie, née de la fusion de deux
techniques déja utilisées : I'IRM et la TEP. Le traceur utilisé en pratique clinique reste trés
majoritairement le ®FDG. La TEP apporte donc I’information fonctionnelle sur 1’avidité de la
tumeur pour le glucose et va étre fusionnée a I’IRM qui va apporter I’information anatomique,
mais aussi des informations fonctionnelles (intensité du rehaussement, restriction de la
diffusion...) (127). Les avantages sont donc la diminution de I’irradiation, la possibilité
d’obtenir deux types d’imageries fonctionnelles simultanément et la possibilité d’avoir un
meilleur contraste des tissus mous dans certaines zones difficiles en TDM telles que le pelvis,
ou la région cervicale. Toutefois, les limites de cette technique restent importantes : tres faible
disponibilité a I’heure actuelle, cout élevé, temps d’acquisition encore plus long qu’une TEP-
TDM. De plus, I’interét de realiser les deux examens simultanément plutét que de facon
distincte reste incertain. La réalisation d’images de fusion grace au recalage précis des images
est un argument souvent mis en avant mais peu évalué a I’heure actuelle. La faible résolution

spatiale de la TEP rend I’utilisation d’une technique ayant une forte resolution spatiale
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obligatoire et la TDM remplit parfaitement cette fonction avec une rapidité d’acquisition et
une simplicité qui restent inégalées. De plus 1’utilisation de I’'IRM a la place de la TDM induit
des difficultés pour calculer la correction de I’atténuation des rayons X, et donc semble altérer
les valeur de standard uptake value (SUV) qui est moins fiable qu’en TEP-TDM sur les
machines actuelles (128). L’acquisition IRM comprend généralement une acquisition corps
entier (avec des séquences types T2 single-shot et T1 écho de gradient sans injection) puis un
examen IRM speécifique sur les régions concernées. Probablement que 1’intérét de cette
technique sera [I’utilisation des parametres fonctionnels pour évaluer la réponse aux
traitements, voire la prédire. Toutefois, concernant le bilan anatomique préopératoire, la TEP-

IRM ne permet pas de le faire de fagon tres precise.

1.3.3.5 Evaluation de la réponse a la chimiothérapie

L’évaluation de la réponse tumorale aux traitements anticancéreux est actuellement
basée sur les criteres morphologiques RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumor)
(129). Ces critéres sont reproductibles et adaptés a la réponse tumorale aux drogues
cytotoxiques. Ce sont des criteres uniqguement morphologiques, évaluant 1’évolution de la
taille des lésions ainsi que 1’apparition de nouvelles lésions. Le développement de nouvelles
biothérapies, ciblant les mécanismes de 1’oncogenése (telles que les anti-angiogeniques) a
rendu I’évaluation de la réponse plus difficile. En effet, sous biothérapie, il va se produire des
changements structurels des lésions, ainsi que dans leur vascularisation, avec un effet sur la
taille qui va étre retardé voire inexistant.

Les criteres RECIST n’ont jamais été validés dans la CP. En pratique clinique, il est
difficile de définir des l1ésions cibles, surtout quand il s’agit d’une infiltration épiploique ou
d’infiltrations mal définies, et les valeurs seuils définissant la réponse ou la progression ne
sont pas claires (130). On utilise le plus souvent une évaluation visuelle semi-quantitative,
totalement non standardisée. De plus, 1’absence de Iésion visible, ne signifie pas I’absence de
maladie, en particulier dans le cas de la CP d’origine ovarienne. Chez ces patientes, le suivi et
la détection de la récidive se fonde le plus souvent sur la clinique, le suivi des marqueurs
tumoraux biologiques (CA125). En cas de récidive, ’augmentation du taux sérique d’un
marqueur précéde souvent ’apparition de 1ésions visibles en imagerie. Le recours a la

ccelioscopie diagnostique reste fréquent (20-22). L’utilisation de nouveaux paramétres
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fonctionnels (restriction de la diffusion, densité tomodensitométrique ou analyse

d’histogramme) pourraient avoir une place importante dans cette évaluation a 1’avenir.

1.3.3.6 Le compte-rendu

La transmission des informations entre les différents spécialistes prenant en charge les
patients atteint de CP reste difficile. La corrélation des images préopératoires, avec les
constations peropératoires et les résultats anatomopathologiques nécessite 1’utilisation de
comptes rendus rigoureux, fournissant une cartographie complete des régions atteintes. Une
¢valuation radiologique de I'ICP peut étre proposée mais interprétée en connaissance des
limites des différents examens d’imagerie. Récemment, un outil de compte rendu standardisé
gratuit et en ligne a été proposé par le réseau national de prise en charge des CP francais
(RENAPE et BIG-RENAPE) (131). Cette application permet de quantifier I’extension de la
maladie région par région, ainsi que de rapporter les signes associés : elle est adaptée a la fois
pour le radiologue, le chirurgien et le pathologiste. La principale limite reste le temps

nécessaire a la réalisation de ce type de compte rendu standardisé.
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1.4 Imagerie fonctionnelle : principe, techniques et applications

Le principal objectif des différentes techniques d’imagerie fonctionnelle est de fournir

une information quantitative ou semi-quantitative sur la fonction des cellules tumorales, qu’il

s’agissent de leur croissance, leur consommation en glucose, leur macro- ou leur

microcirculation (132). L’une des principales pistes a ’heure actuelle, et le développement

d’outils de quantification de 1’angiogenese tumorale, permettant le suivi de la réponse

tumorale aux traitements anti-angiogéniques de plus en plus nombreux. Le développement de

ces techniques de quantification de 1’agressivité tumorale pourrait permettre de prédire de

fagon précoce la sensibilité tumorale au traitement ou I’absence de réponse, permettant ainsi

de proposer une stratégie personnalisée de facon précoce, et d’épargner aux patients de

potentiels effets indésirables de ces nouveaux traitements colteux.

Les techniques d’imagerie non invasives a visée fonctionnelle disponibles sont :

L’échographie : soit par effet Doppler, qui permet de quantifier les flux dans les gros
vaisseaux, soit aprés administration intraveineuse dynamique de produit de contraste
ultrasonore, qui va permettre de quantifier la perfusion directement au sein d’une 1ésion
tumorale.

La TDM de perfusion : elle permet de visualiser la cinétique d’un produit de contraste
intraveineux dans une lésion cible. Soit on réalise un nombre faible d’acquisitions
(artérielle, veineuse et tardive) pour avoir une évaluation semi-quantitative de de la
cinétique de rehaussement, soit on réalise une acquisition rapide et continue sur la lésion
cible, ce qui va permettre d’échantillonner précisément la cinétique de la courbe de
rehaussement au sein de la 1ésion cible et d’extraire des parameétres quantitatifs tels que le
débit de perfusion, le volume sanguin tumoral, le temps de transit du produit de contraste,
le temps mis pour atteindre le pic d’intensité maximale de rehaussement et la permeabilité
capillaire au niveau de la zone d’analyse retenue (133).

L’IRM de perfusion : cette technique est trés proche de la TDM de perfusion, mais ne
souffre pas de la problématique de I’irradiation. Dans le cadre de I’imagerie abdominale,
pour réaliser une eévaluation quantitative, on va utiliser des séquences en pondération T1,

répétées pendant I’administration intraveineuse de chélates de gadolinium. Le principe est
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donc similaire a la TDM, mais la durée d’acquisition des séquences T1 en IRM
abdominale ne permet généralement pas d’obtenir une résolution temporelle suffisante
pour échantillonner précisément la cinétique de rehaussement. Certains parameétres tels
que la perfusion tumorale vont donc difficilement étre évalués précisément par cette
technique. De plus, contrairement a la TDM ou [I’atténuation des rayons X est
proportionnelle a la concentration en produit de contraste, le signal en IRM est liés de
facon non linéaire a la concentration en contraste, ce qui va nécessiter un post-traitement
plus complique, et une acquisition initiale avec plusieurs angles de bascule différents, ou
plusieurs temps de répétition (TR) différents pour quantifier la valeur du T1 dans le tissu
cible, avant I’administration d’une quantité précise de produit de contraste.

L’IRM de diffusion : permet de mesurer les mouvements browniens de 1’eau dans un
tissu : ces mouvements serraient corrélés au degré de cellularité, de nécrose et de fibrose
en particulier dans les tissus tumoraux (134-137).

La Tomographie par Emission de Positrons couplée a la TDM (TEP-TDM) : elle permet
d’évaluer la consommation de glucose par les cellules tumorales et & déja montré des
résultats trés encourageants dans 1’évaluation précoce de la réponse métabolique dans de
nombreux cancers, en particulier gynécologiques (138-145).

L’analyse computationnelle de texture: il s’agit d’une technique récente de post-
traitement qui permet de quantifier de la distribution de I’intensité des différents pixels de
I’image par analyse statistique de 1’histogramme d’une région d’intérét, et donc de donner
une mesure de I’hétérogénéité des tumeurs. Elle peut étre appliquée sur n’importe quelle

image acquise quelle que soit la modalité (TDM, IRM, TEP) (146-148).

1.4.1 Echographie Doppler

L’échographie Doppler est probablement la premiere des techniques d’imagerie

fonctionnelle. L’utilisation de 1’effet Doppler va permettre de quantifier les vitesses

circulatoires (V) dans les gros vaisseaux sanguins. Le débit volumique (Q) étant lié a la

surface de I’artére (S) par la relation: Q, = S.V, la mesure de la vitesse moyenne et du

diamétre de I’artére va permettre d’en calculer un débit moyen.

Le Doppler pulsé est une technique particuliérement rependue en recherche animale :

elle est peu codteuse, non invasive, et rapide (149-156). De nombreuses études ont évalue

1I’échographie Doppler comme technique de suivi de la vascularisation tumorale dans des
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modeles animaux. En raison des difficultés techniques pour mesurer le diamétre de ’artére
chez la souris, le biomarqueur utilisé est le plus souvent la vitesse au sein de ’artére. En effet,
le développement du lit vasculaire tumoral gréce a la néo-angiogenese et I’augmentation du
volume tumoral vont s’accompagner d’une augmentation du débit sanguin vers son territoire,
et donc d’une accélération du flux et d’une augmentation de diamétre de 1’artére afférente.
Ainsi, dans des modeéles de carcinome hépatocellulaire multifocal, il a été démontré que la
vitesse des flux sanguins enregistrés dans le tronc ceeliaque était corrélée au développement
de la tumeur hépatique. Par ailleurs, ces flux diminuent sous traitement anti-angiogénique,
avec une augmentation de la « survie » des souris traitées et un ralentissement de la croissance
tumorale (154, 155, 157). L’échographie Doppler est donc un outil de quantifications de la
macro-circulation, qui peut étre appliqué aux vaisseaux nourriciers principaux d’une tumeur
(tels que I’artére hépatique pour un carcinome hépatocellulaire, I’artere mésentérique
supérieure pour une CP).

Toutefois, I’échographie Doppler n’apporte pas d’information directe sur I’architecture
ou la circulation intra-tumorale. De plus, les flux vasculaires peuvent étre influencés par de
nombreux facteurs, notamment 1’alimentation en ce qui concerne les vaisseaux digestifs, ce
qui explique que ces mesures, si elles sont effectuées chez I’étre humain, doivent étre
réalisées a jeun. Enfin, les difficultés techniques inhérentes a chaque patient, et le caractere
operateur dépendant de la technique en ont freiné le développement pour les applications

cliniques humaines.

1.4.2 Echographie de contraste

L’échographie dynamique de contraste (DCE-US) est une technique utilisant
I’échographie en mode B pour évaluer la perfusion tissulaire en utilisant un agent de contraste
intraveineux et un modele mathématique de post traitement des images.

Les agents de contraste actuellement utilisés sont les microbulles et le plus largement
répandu est le SonoVue™, (Bracco SpA Milan, Italie). Il est composé d’hexafluorure de
soufre (SF6) encapsulé dans une mono paroi de phospholipides élastique. Le diamétre de ces
microbulles varie de 1 a 12 um avec un diametre moyen de 2.5 um. Elles ont donc a peu pres
la taille des globules rouges. Celles-ci sont stables durant plusieurs minutes dans la circulation

et ont une distribution uniquement intravasculaire, sans diffusion interstitielle.
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L’imagerie harmonique en mode B va faire entrer les microbulles en résonance a la
fréquence double de la fréquence de transmission (158). La réponse harmonique des
microbulles va permettre de les visualiser et éventuellement de les quantifier au prix d’une
détérioration de I’image 2D (159).

Elle a I’avantage d’étre facilement accessible, non irradiante et elle va permettre de
quantifier uniqguement la perfusion intra-tumorale en utilisant un logiciel de post traitement
(160-162). En effet, les microbulles ont une distribution uniquement intravasculaire et ne
peuvent donc pas apporter d’information sur la perméabilité capillaire ou le volume

interstitiel.

1.4.3 Imagerie de perfusion: TDM et IRM

Ces techniques d’imagerie fonctionnelle vont permettre de quantifier des parametres
de microcirculation. L’acquisition d’images va étre realisée continu au cours de I’injection
intraveineuse d’un bolus de produit de contraste. L’objectif va étre d’échantillonner de fagon
précise la cinétique de rehaussement du produit de contraste, par une acquisition séquentielle
rapide, afin de modéliser cette courbe a ’aide d’une équation et d’en extraire des parametres
fonctionnels. En fonction de la rapidité d’acquisition, et donc de la résolution temporelle de la
technique, cet échantillonnage sera plus ou moins précis.

Les techniques d’imagerie de perfusion permettent d’évaluer la perméabilité des
micro-vaisseaux tumoraux, la perfusion tissulaire, le volume sanguin tumoral ainsi que la
fuite capillaire dans I’espace interstitiel. Ces parameétres sont extraits de 1’analyse de la
cinétique de rehaussement d’un agent de contraste dans un tissue d‘intérét ainsi que dans son
artere afférente (Arterial Input Function, AIF) aprés modélisation du rehaussement tissulaire a
I’aide d’un modeéle le plus souvent compartimental (Figure 6) (163).

Plusieurs modeéles compartimentaux ont été décrits, mais le choix du modele a
appliquer va dépendre de la qualité de I’échantillonnage des données acquises et en particulier
de la résolution temporelle (163-167). L’échantillonnage de la phase dite de « premier
passage », reflétant la perfusion tissulaire et le volume sanguin, nécessite d’avoir une artére
afférente dans le champ de vu, pour pouvoir mesurer 1I’AIF, et surtout, d’avoir une excellente
résolution temporelle, inférieure au temps de transit moyen du produit de contraste qui est le
plus souvent de I’ordre de 2 secondes (168). Lorsque cela n’est pas possible, on utilise des

modeles plus simples qui ne vont permettre d’estimer que la permeéabilité membranaire
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(Ktrans) et le volume interstitiel (Ve) (167, 169). De plus, si I’AIF ne peut étre mesurée, car
I’artere afférente ne peut étre imagée en méme temps que le tissu d’intérét, certains auteurs
ont proposé de calculer une AIF théorique, mais dont les résultats sont a interpréter avec
précaution (170, 171).

Densité (UH)
ou signal

Temps

Figure 6. Acquisition de la cinétique de rehaussement dans 1’artére afférente (fonction
d’entrée ou arterial input function) ainsi que dans le tissu tumoral d’intérét. La courbe de
rehaussement peut étre modélisée selon un modéle compartimental (modéle de Toft le plus
souvent utilisé, mais le modele est a adapter en fonction de la qualité de 1’échantillonnage)
(172).

La cinétique de rehaussement d’un tissu peut étre modélisée pour en extraire les parameétres
suivant au niveau de chaque voxel :
1. La perfusion ou fonction d’entrée (Arterial Input Function ou AIF)
La perméabilité (ou fuite) capillaire (Ktrans)
Le volume interstitiel (la fraction extracellulaire de produit de contraste : Ve)

2

3

4. Le Kep : rapport Ktrans/Ve.
5. Le temps de transit moyen
6

Le temps au pic de rehaussement
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Les modeéles circulatoires ont pour but de modéliser la distribution des agents de
contraste dans les tissus a partir du rehaussement tissulaire mesuré. En fonction du modele
utilisé, on va considérer que le tissu se subdivise en n compartiments dans lesquels I’agent de
contraste va diffuser au travers des membranes cellulaires et des -caractéristiques
physiologiques de biodistribution.

Un compartiment est un ensemble homogéne de molécules sur le plan cinétique. Dans
les modeles compartimentaux, il y a des échanges ou transferts entre les compartiments. Les

échanges entre compartiments sont symbolisées par des constantes de transfert notéees K.

1.4.3.1Les compartiments

Pour utiliser un modele compartimental, les compartiments doivent avoir les caractéristiques

suivantes :

1. L’agent de contraste se distribue de fagon homogene et instantanée dans le compartiment

2. Les flux entre les deux compartiments se font par diffusion passive et sont donc
dépendants de fagon linéaire de la concentration d’agent de contraste dans chacun des
deux compartiments, ainsi que de la perméabilité de la membrane séparant les deux
compartiments.

3. Les paramétres microcirculatoires mesurés ne doivent pas varier au cours du temps

4. La concentration d’entrée doit étre connue : ¢’est pourquoi, il est nécessaire de connaitre
la concentration de 1’agent de contraste dans 1’artere afférente au tissue tumoral, pour
obtenir cette fonction d’entrée.

5. Chaque compartiment est caractérisé par un volume, une quantité et une concentration en

agent de contraste.

1.4.3.2Interprétation

Dans un premier temps, le produit de contraste arrive dans la tumeur par une artére
afférente, puis se distribue dans le réseau capillaire tumoral : la prise de contraste initiale est

donc liée a la perfusion de la tumeur. La pente initiale est un reflet du débit de perfusion
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tissulaire qui conditionne donc 1’arrivée du contraste dans le tissu lors du premier passage et
le remplissage du réseau capillaire. La hauteur du pic va refléter le volume sanguin tissulaire
(Vp). Pour mesurer précisement F et Vp, une résolution temporelle élevée est nécessaire car
le pic est precoce et fugace. Ensuite, des échanges de produit de contraste se font au travers
des membranes vasculaires en fonction des gradients de concentration entre 1’espace
vasculaire et 1’espace interstitiel jusqu’a atteindre une phase d’équilibre : la vitesse de ces
échanges va dépendre de la constante de perméabilité capillaire des vaisseaux tumoraux
(Ktrans). La pente de décroissance (lavage ou wash-out) va aussi dépendre de la perméabilité
capillaire. Enfin la distribution et I’accumulation du produit de contraste dans 1’espace
interstitiel est responsable de la prise de contraste tardive. La hauteur de la partie finale de la
courbe est donc le reflet du volume interstitiel (Ve). On peut étudier la perméabilité et le
volume interstitiel méme si la résolution temporelle est faible, a condition d’avoir une durée

d’acquisition suffisante pour pouvoir échantillonner le lavage du produit de contraste (167).

Il a été démontré une corrélation entre les parametres de microcirculation estimés en
imagerie de perfusion les paramétres d’angiogenése ainsi que leur évolution sous traitement,

tels que la densité micro-vasculaire (173-177).

1.4.3.3TDM vs IRM de perfusion

L’acquisition de perfusion en TDM nécessite une couronne de détecteurs large,
permettant de couvrir I’organe d’intérét et son artere afférente de fagon séquentielle. La TDM
combine plusieurs avantages : une importante résolution spatiale ainsi qu’une excellente
résolution temporelle. En termes d’analyse de la prise de contraste, elle offre aussi une
relation linéaire entre la concentration en produit de contraste iodé et 1’atténuation mesurée en
unités Hounsfield. Ceci est un avantage important par rapport a I’IRM pour laquelle cette
linéarité n’est pas respectée. Son inconveénient majeur et I’irradiation qu’il génere ce qui a

freiné considérablement 1’utilisation de la TDM de perfusion en pratique clinique.

De plus en plus d’études rapportent que I’analyse fonctionnelle de la microcirculation

par acquisition dynamique avec administration de contraste en TDM ou en IRM pourrait
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permettre de distinguer de facon ultra-précoce les répondeurs des non répondeurs a certaines

chimiothérapies, notamment anti-angiogeniques (167, 170).
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1.4.4 IRM de diffusion

1.4.4.1 Bases physiques

La séquence de diffusion est une séquence fonctionnelle développée dans les années
1980-1990 (178, 179). Le signal de la séquence de diffusion refléte les déplacements
microscopiques des molécules d’eau. Ce déplacement est dépendant de la température
ambiante. Dans de 1’eau pure placée a la température du corps humain (37°C), le déplacement
moyen des molécules d’eau est approximativement de 30 pum toutes les 50 millisecondes
(180). A cette échelle, il y a une trés forte probabilité que les molécules d’eau interagissent
avec les cellules, leurs membranes hydrophobiques et les macromolécules ce qui va modifier
leur mouvement. C’est pourquoi, la diffusion apparente observée des molécules d’eau dans
les tissus est typiquement plusieurs fois inférieure a la diffusion dans 1’eau pure. De plus, la
diffusion dans les systémes biologiques est influencées par les échanges entre le milieu intra
et le milieu extracellulaire, ainsi que par la tortuosités de 1’espace extracellulaire.

La diffusion pure, dite diffusion moléculaire est liée aux mouvements des molécules
d’eau selon leur énergie thermique propre. Chaque collision avec une autre molécule
provoque un changement de direction. Ce processus a été décrit par Albert Einstein en 1905 et
s’appelle la marche aléatoire (random walk). De facon similaire, a une plus grosse échelle, en
plus du phénomeéne de diffusion, les molécules d’eau vont suive le flux sanguin et changer de
direction au niveau de chaque segment capillaire. Si ces capillaires ne sont pas orientés dans
une direction préférentielle, cela revient a une marche aléatoire a plus grosse échelle et le
méme modéle devrait pouvoir s’appliquer. Ce deuxieme phénoméne est appelé pseudo
diffusion. Ce deuxieme phénomeéne est donc influencé par la perfusion des tissus. L’imagerie
de diffusion va donc permettre d’imager ces deux composantes, diffusive et pseudo-diffusive,

I’une pouvant étre négligée par rapport a I’autre sous certaines conditions.
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La séquence de diffusion a initialement été utilisée principalement dans le cerveau,
pour visualiser ’cedéme cytotoxique dans ’accident vasculaire cérébral a la phase aigle, qui
se caractérise entre autre par une restriction de la diffusion libre de 1’eau au sein des cellules.
L’imagerie de diffusion reflete ces mouvements browniens de I’ecau a 1’échelle moléculaire,
qui vont étre modifiés par les interactions avec les membranes cellulaires, les
macromolécules, et 1’altération des tissues. L’imagerie de diffusion permet de quantifier la
restriction de la diffusion libre des molécules d’eau au sein des tissus.

La séquence de diffusion est obtenue en appliquant un gradient dit « de diffusion » de
part et d’autre de I’impulsion de 180 degrés au cours d’une séquence d’écho de spin ponderée
en T2 (Figure 7).

Signal
90° 180°
T2-weighted spin-echo
RF \/\F
Gradients de diffusion Gradient Gradient $G
T
<€ >
Signal
Molecules statiques .. A .0 A A
Molecules d’eau .. A 0. A A
en mouvement

Figure 7. Diagramme de la séquence de diffusion. Le gradient de diffusion est appliqué de
part et d’autre de I’impulsion d’écho de spin de 180°. Les protons qui ont peu bougé vont étre
rephasés et avoir un signal élevé. Les protons ayant une diffusion libre vont bouger et sortir

du voxel pendant le temps T. lls ne seront pas rephasés et leur signal va diminuer.

Les molécules dont la diffusion est restreinte vont peu bouger. Elles seront déphasees

par le premier gradient et presque entierement rephasées par le second. Leur signal sera donc
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élevé. Les molecules dont la diffusion est libre vont bouger pendant le temps séparant
I’application des deux gradients de diffusion. Le premier gradient va donc les déphaser, et le
deuxieme gradient ne va pas pouvoir les rephaser. Leur signal va donc diminuer d’autant plus

que le gradient de diffusion est éleve.

1.4.4.2 Lavaleur du gradient de diffusion : b

La force du gradient de diffusion appliqué est caractérisée par une valeur appelée

facteur b qui se calcul avec la formule suivante :

b = (3.G.0%(T- 7/3) (en s/mm®)

ou vy est le rapport gyromagnétique, G I’amplitude du gradient, t la durée d’application

du gradient et T le temps séparant I’application des deux gradients.

Lorsque cette valeur est égale a 0, cela revient a faire une imagerie en pondération T2
simple. Lorsque 1’on augmente le gradient de diffusion (et donc, la valeur du facteur de
diffusion b), le signal des tissus ou la diffusion est libre va diminuer plus rapidement que le
signal des tissus ou la diffusion est restreinte. Plus le gradient de diffusion est élevé, plus le
déphasage va étre important, et le signal faible pour les tissus ou la diffusion est libre (car les
protons ne seront pas rephrasés). Dans les tissus ou la diffusion est restreinte, les molécules
d’eau vont peu bouger, et donc étre rephrases : leur signal sera donc plus élevé que les autres
tissus. Les molécules d’eau vont donc étre « piégées » dans le voxel ou la diffusion est
restreinte est apparaitre en hypersignal par rapport aux autres tissus.

La modélisation du signal obtenu est difficile du fait de I’environnement complexe
intracellulaire et extracellulaire in vivo. La décroissance du signal peut étre modélisée selon

une décroissance mono-exponentielle, bi-exponentielle, voire tri-exponentielle (181).
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1.4.4.3 Modélisation mono-exponentielle : le coefficient apparent de diffusion

En premicre approximation, la décroissance du signal lorsque I’on augmente le
gradient de diffusion (et donc la valeur de b) va suivre une courbe mono-exponentielle de
type (figure 8) :

S(b)=S(0).e™#"¢

La constante ADC représente le coefficient apparent de diffusion qui va permettre de
quantifier la valeur de la restriction ou non de la diffusion. Pour la calculer, il va falloir avoir
au moins deux acquisitions, I’une a faible valeur de b, et I’autre a haute valeur de b, mais pas

trop élevée pour que la décroissance du signal ne soit pas trop importante.

Ln(S,)=-b.ADC

. Tissu tumoral
=
=
=9
Nl
=
—
>
b=0 s/mm? b=1000 s/mm?

Figure 8. Décroissance mono-exponentielle du signal. La décroissance est rapide dans les

liquides, et fortement ralentie dans les tissus a diffusion restreinte.

Le grand avantage de I’ADC est qu’il s’agit d’une mesure quantitative simple et
qu’aujourd’hui, la plupart des constructeurs vont proposer un post-traitement automatique des
images de diffusion et fournir une image paramétrique appelée cartographie ADC permettant

de mesurer I’ADC dans les voxels d’intérét.
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1.4.4.4 Diffusion bi-compartimentale : le modele intra-voxel incoherent
motion

Décrit par Le Bihan et al. en 1988, le modéle Intra-Voxel Incoherent Motion (IVIM)
prévoit que la diffusion des molécules d’cau peut étre séparée en deux compartiments : un
compartiment intravasculaire ou une proportion f des protons circule et un compartiment
extravasculaire. La constante du premier compartiment est alors appelée D* ou D’ ou Dfast et
correspond a la valeur de la diffusion dans ce compartiment (aussi appelé pseudo-diffusion,
ou diffusion liée a la perfusion). La constante du second compartiment appelée D ou Dslow
correspond donc a la diffusion uniquement du compartiment extravasculaire c’est pourquoi
certains I’appelle le coefficient de diffusion pure.

Ce modele bi-compartimental prévoit que la décroissance du signal lorsque la valeur
de b augmente peut étre modélisée par une bi-exponentielle (Figure 9) (178). Cela revient a
considérer que la diffusion se fait a deux échelles différentes. Un premier compartiment ou la
diffusion est tres rapide correspond a la premiere phase de la décroissance du signal et un
second compartiment ou la diffusion est lente. Le premier compartiment est considéré comme

étant lié a la perfusion au sein du voxel.
On peut donc modéliser le signal selon 1’équation :
S(b) = S(0).[(1-F).e®P + f.e™P
Certains auteurs ont décrit un troisieme compartiment correspondant la diffusion ultra-

rapide au sein des cellules, mais 1’échantillonnage de cette décroissance tri-exponentielle

requiert I’acquisition de trés faibles valeurs de b (181).
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Figure 9. Décroissance du signal suivant un modéle bi-exponentiel. La partie initiale de la
courbe a une décroissance rapide reflétant le compartiment a diffusion rapide, lié a la
perfusion. La décroissance lente correspond a la diffusion moléculaire pure. Le modele mono-

exponentiel approxime donc les deux compartiments en un seul.

1.4.45 Applications cliniques de I’imagerie de diffusion

Les nouvelles techniques d’IRM fonctionnelle, en particulier 'IRM de perfusion
dynamique et I'IRM de diffusion multi-b (IVIM) sont considérées comme des outils
prometteurs pour 1’évaluation de paramétres de microcirculation et la prédiction précoce de la
réponse aux traitements (172, 178, 179, 182).

L’IRM de diffusion permet de mesurer des parameétres quantitatifs qui refletent la
cellularite, la nécrose et la fibrose dans les tissus tumoraux (134-137). Son utilisation dans
I’évaluation de la réponse a la chimiothérapie a déja été¢ étudiée dans de nombreuses
localisations tumorales (137, 183-188). En pratique clinique courante, 1’utilisation de la
diffusion a été familiarisée trés vite dans le cerveau pour la détection précoce de I’accident
vasculaire cérébral a la phase aigue, puis des applications ont vu le jour pour I’ensemble des

organes, notamment dans I’abdomen.
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Au-dela de son pouvoir de détection élevé qui a été démontré a la fois dans les
pathologies ischémiques, tumorales et inflammatoires dans différents organes, 1’imagerie de
diffusion est aussi un candidat majeur parmi les biomarqueurs permettant de prédire ou de

suivre la réponse aux traitements (189-194).

De nombreuses études ont déja étudie la valeur pronostique de I’ADC ; ainsi, il a été
montré que les carcinomes hépatocellulaires avec les plus bas ADC était les plus
indifférenciés, ceux qui répondent le moins bien aux traitements et ceux qui ont le plus
mauvais pronostic (189). Il a aussi été montré que la réponse a la chimiothérapie
s’accompagne d’une augmentation relative de I’ADC dans les métastases hépatiques d’origine
colorectale (195, 196). Des résultats similaires ont été montrés dans le cerveau, notamment
dans les glioblastomes (197). L’ADC a aussi été proposé comme marqueur gquantitatif de
I’inflammation, notamment dans les maladies inflammatoires de I’intestin. Certains scores
d’inflammation ont été proposés dans lesquels I’ADC fait partie intégrante tel que le score de
Clermont pour le suivi de I’inflammation dans la maladie de Crohn en entéro-IRM (198). Les
applications cliniques abdominale du modele IVIM bi-compartimental restent pour le moment

du domaine de la recherche (134).
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1.5 Evaluation de la réponse histologique

De méme que ’on a défini des critéres de réponse a la chimiothérapie en imagerie, on
a tenté d’en définir en anatomopathologie. Lorsqu’une chimiothérapie est efficace, le nombre
de cellules tumorales va diminuer, le taux de tissu nécrotique et de tissu fibrotique va
augmenter. La plupart des tumeurs sont spontanément partiellement nécrotiques, et
I’évaluation de la réponse est donc plus aisée si 1’on dispose de tissus avant et apres
traitement. Toutefois, dans le cas du cancer colorectal, la réponse va s’associer une
diminution du taux de cellules viables et une augmentation de la fibrose pour lesquels la
quantification post thérapeutique peut s’avérer suffisante.

La réponse histologique peut étre évaluée de facon semi quantitative en différentes
catégories selon un systéme appelé TRG (tumor regression grading). Cette quantification est
déja validée dans les métastases hépatiques et dans le cancer du rectum ou elle est utilisée en
routine (Figure 10) (199, 200). L’absence de réponse histologique au traitement peut conduire

I’équipe pluridisciplinaire a proposer un changement thérapeutique apres la chirurgie.

TRG5 TRG4 TRG3

Figure 10. D’apres Rubbia Brandt et al. Tumor regression grade (TRG) scoring system utilisé
dans le foie (199).

- TRGI: absence de cancer résiduel et fibrose en grande quantité

- TRG?2: rares cellules tumorales résiduelles, parmi la fibrose

- TRG3: cellules tumorales résiduelles mais fibrose prédominante

- TRGH4: cellules tumorales résiduelles prédominantes sur la fibrose

- TRGS: pas de signe de réponse

(Zones noires: cellules tumorales. Zones grises: zones nécrotiques. Lignes: fibrose)
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Par ailleurs, il a été montré que cette réponse histologique a la chimiothérapie sur les
prélévements opératoires étant prédictive de la survie dans la CP d’origine colorectale (201).
Le standard de référence pour 1’évaluation de nouvelles techniques non invasives de
quantification de la réponse par imagerie fonctionnelle peut donc étre la régression tumorale

sur des prélévements anatomopathologiques.
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1.6 Evaluation de la néo-vascularisation tumorale

L’évaluation de référence pour la quantification de la vascularisation est 1’examen
pathologique et immuno-histochimique. Les vaisseaux sont bien visibles sur les colorations
standards (coloration hématoxyline éosine safran) mais il est difficile de les quantifier a I’ceil
nu de facon reproductible.

Afin de quantifier les wvaisseaux, on va avoir recours le plus souvent &
I’immunohistochimie : le tissu est incubé avec un anticorps dirigé contre des marqueurs
vasculaires (CD3;, CDg4, facteur Von Villebrand). L’étude au microscope va ensuite se
concentrer sur les régions a plus forte densité vasculaire (zones appelées « hot-spots ») et des
techniques de comptage semi-automatique ou automatique des vaisseaux marqués par les
anticorps va permettre de calculer la densité micro-vasculaire (DMV) correspondant au

nombre moyen de vaisseaux/cm2.
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1.7 Le pseudomyxome péritonéal (PMP)

Le PMP est une carcinomatose péritonéale mucineuse rare qui reste confinée a la
cavité péritonéale. Les patients avec PMP sont probablement ceux qui bénéficient le plus du
traitement par chirurgie de cytoréduction complete et CHIP puisque apres traitement, des taux
de survie de I’ordre de 70% a 20 ans ont été obtenus (87). Toutefois, ces résultats dépendent

de I’extension de la maladie et de la possibilité de réaliser une résection compléte (202).

1.7.1 Définition :

Le PMP n’est pas caractérisé par un type tumoral ayant des marqueurs spécifiques.
C’est pourquoi le diagnostic n’est pas posé uniquement sur 1’examen anatomopathologique,
mais sur ’ensemble clinique, imagerie et pathologie. Il correspond donc & un syndrome
anatomo-clinique, et non d’un type tumoral. Il est caractérisé par un épanchement mucineux
dans la cavité péritonéale, associé ou non a des cellules épithéliales néoplasiques. C’est

pourquoi I’autre nom de ce syndrome est la maladie gélatineuse du péritoine.

1.7.2 Epidémiologie :

Il s’agit d’une maladie rare dont I’incidence annuelle est estimée a 1 a 2 cas / 1000 000 / an
(203). L’age moyen au diagnostic est de 49 ans, atteignant des patients de 20 a 80 ans, avec

un prépondérance féminine avec un sexe ratio de 2 & 3 pour un homme (204).

1.7.3 Anatomopathologie :

La cause la plus fréquente du PMP est la rupture d’une néoplasie appendiculaire
mucineuse dans la cavité péritonéale. D’autres origines du PMP ont été décrites, notamment
les tumeurs ovariennes, coliques, gastriques, pancréatique, tubaire ou méme de ’ouraque,
mais ces origines sont beaucoup plus rares (205). Des études immunohistochimiques ont
démontré 1’origine digestive et en particulier appendiculaire du PMP dans plus de 90% des

cas (206, 207).
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Le diagnostic anatomopathologique n’est pas aisé et aucun marqueur spécifique des
cellules tumorales responsables du PMP n’a été identifié. Le diagnostic doit donc étre posé
par un anatomopathologiste expert, ayant les informations cliniques et d’imageric a sa
disposition. Les cas difficiles doivent faire 1’objet de relectures collégiales au sein des réseaux
d’expertise (www.renape-online.fr/fr/espace-professionnel/groupe-rena-path.html).

La principale classification anatomopathologique a longtemps été la classification de
Ronnet et al. en 3 grades :

- Adénomucinose péritonéales disséminée (AMPD)
- Carcinomatose mucineuse péritonéale intermédiaire (CMP-I)

- Carcinomatose mucineuse péritonéale de haut grade (CMP)

Cette classification a été simplifiée en 2010 et I’on utilise maintenant la classification OMS en

2 grades (208) :

- Bas grade : dép6ts de mucine avec une faible quantité de cellules tumorale (<10%), pas
d’atypie cytologique, et épithélium cuboidal simple non stratifié.

- Haut grade : dép6ts de mucine avec une haute cellularité tumorale, des atypies cellulaires
modérées a séveres, et une morphologie des cellules tumorales cibriforme, avec une
réaction desmoplastique.

Cette distinction se justifie car il a été montré que les patients ayant un PMP de haut grade ont

un plus mauvais pronostic que les patients ayant un PMP de bas grade (209, 210).

Toutefois, une des particularités du PMP, y compris de haut grade, est de rester
confiné a la cavité abdominale et de rarement étre responsable de métastases ce qui est une
différence majeure avec 1’adénocarcinome mucineux de I’appendice, qui va volontiers étre
responsables de métastases hépatiques, et exceptionnellement d’une ascite mucineuse de
grande abondance.

La présence d’une mucocele appendiculaire est secondaire & une néoplasie de bas ou
de haut grade située dans I’appendice, secrétant de la mucine, responsable de la dilatation de
I’appendice. C’est classiquement la rupture de la mucocéle dans le péritoine qui va causer la

dissémination des implants mucineux et le PMP.
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1.7.4 Imagerie TDM du PMP

La TDM reste a I’heure actuelle ’examen le plus répandu dans le bilan du PMP, du
fait de sa grande disponibilité, reproductibilité, son caractere peu opérateur dépendant et sa
grande vitesse d’acquisition permettant de faire le bilan complet de I’abdomen, du pelvis et du
thorax. La conférence de consensus de 2007 en a fait ’examen de premier intention
indispensable dans 1’exploration de toutes les CP (106). Il n’y a aujourd’hui aucune
recommandation sur la nécessité ou non d’une opacification digestive orale ou basse. Le
choix est laissé a la préférence chaque équipe.

L’aspect du PMP st typiquement celui d’une ascite gélatineuse, plus dense que le
liquide avec parfois des cloisons et des composantes de densité hétérogéne. Un aspect de
gateau épiploique est souvent rencontré, mais celui-ci est moins tissulaire est plus gélatineux
que celui que I'on visualise classiquement dans les CP d’origine ovarienne ou digestive
(Figure 11A). Cette ascite est typiquement de grande abondance est peut étre responsable
d’un aspect dit de « scalopping » sur le foie et la rate (Figure 11B). Elle peut aussi étre
responsable d’un effet de masse sur les structures digestives, voire entrainer des compressions
extrinséques, qui sont la principale cause de mortalité secondaire au PMP. Faire la différence
entre I’ascite liquidienne et la gélatine n’est pas toujours aisé et 1’on doit resserrer les limites
de la fenétre de visualisation de la console de lecture pour augmenter le contraste.

De plus, la visualisation d’une mucocéle appendiculaire est un élément fortement en
faveur du diagnostic. La mucocele appendiculaire va typiquement apparaitre sous la forme
d’un appendice plus ou moins dilaté avec un contenu hypodense, et des parois fines, sans
infiltration de la graisse péri-appendiculaire. Des calcifications pariétales fines sont possibles
qu’il ne faut pas confondre avec un stercolithe. La présence de macro calcifications
péritonéales est aussi fréquente.

Enfin, méme si les lésions extra-péritonéales sont tres rares dans le PMP, la TDM

permet d’en faire le bilan.
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Figure 11. A. PMP de bas grade chez un patient de 53 ans : aspect de « gateau épiploique
gélatineux » (fleches). B. Aspect de scalopping sur la capsule hépatique et splénique
(fleches).

1.7.5 Imagerie IRM du PMP

Bien que I’apport de I’'IRM dans le bilan des PMP n’ait pas encore été validé par des
études de grands effectifs, I’'IRM est aujourd’hui sans conteste 1’examen le plus performant.
En effet, les implants mucineux vont avoir un hypersignal franc, quasi liquidien sur les
séquences en pondération T2 alors que les parties les plus tissulaires vont rehausser le produit
de contraste. De plus, ’administration de produit de contraste va permettre de détecter des
rehaussements péritonéaux avec une meilleur sensibilité que la TDM (211). Les séquences
pondérées en T1, avec saturation de la graisse, aprés administration intraveineuse de chélates
de gadolinium vont aussi étre tres sensibles pour détecter les discrétes infiltrations des tissus

graisseux.

Des recommandations pour la réalisation d’une IRM du péritoine ont été publiées par
les radiologues du groupe d’imagerie du réseau national de prise en charge des carcinose rares
du péritoine (RENAPE : http://www.renape-online.fr/fr/espace-professionnel/rena-rad.html).
Ce protocole est relativement proche des protocoles utilisés pour I’exploration des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin en entéro-IRM.

Un jeline de 6 heures est recommandé pour limiter le péristaltisme intestinal.

L’opacification orale est optionnelle. Dans le cas spécifique du PMP, un agent de contraste
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super paramagnétique tel que le ferumoxsil (Lumiren®) ou plus simplement le jus d’ananas,
permet de faire diminuer le signal de la lumiére du tube digestif (212).

L’acquisition peut étre réalisée en décubitus dorsal ou ventral indifféremment.
L’utilisation d’un agent antipéristaltique est recommandée. On peut administrer du glucagon
en intraveineux reparti en deux doses: une en début d’examen et la seconde avant les
séquences injectées. On peut aussi proposer I’administration en continue dans une perfusion
du glucagon dilué pendant toute la durée de I’examen. L’administration intraveineuse de
chélates de gadolinium est hautement recommandée enl’absence de contre-indication
notamment d’insuffisance rénale séveére. Les séquences réalisées sont des sequences
pondérées en T2 sans saturation de la graisse. Du fait de leur meilleure résolution, les
séquences de type en écho de spin rapide (turbo ou fast spin echo, TSE et FSE) sont a préférer
aux séquences de type single shot, méme si ces derniéres, plus fortement pondérées en T2,
semblent souvent suffisantes et moins sujettes aux artefacts de mouvements. L’épaisseur des
coupes est habituellement de 4 a 5 mm, acquises dans le plan axial, idéalement jointives ou
avec un écart de coupe ne dépassant pas 1 mm. Le plan coronal peut aussi étre réalise, mais
est généralement plus sujet aux artefacts de mouvements pour les séquences de type TSE ou
FSE. Il est possible de réaliser une séquence complémentaire pondérée en T2 avec saturation
de la graisse, ou seule la mucine et les liquides resteront en hypersignal. Toutefois, la qualité
des images est souvent dégradée et peut étre responsable de faux positifs en cas de saturation
incompléte de la graisse (Figure 12). De plus, la graisse sert de repere anatomique et il peut
étre difficile de différencier le tube digestif du péritoine aprés saturation de la graisse. C’est

pourquoi cette séquence ne peut se substituer aux séquences T2 sans saturation de la graisse.

Figure 12. Patient de 27 ans avec PMP de bas grade. A. Séquence T2 TSE ne montrant pas

d’anomalie. B. Séquence T2 TSE avec saturation de la graisse. Un défaut de saturation de la
graisse fait suspecter une lésion péri-splénique (fleche). C. Image pondérée en T2 TSE
centrée sur le pelvis. D. Méme coupe que précédemment, pondérée en T2 TSE avec saturation

de la graisse. Perte des silhouettes graisseuses rendant I’interprétation plus difficile.
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Bien qu’aucun étude n’aie validée son utilité dans le PMP, il est recommandé de
réaliser une séquence de diffusion de type écho planaire (EPI) dans le plan axial avec au
moins deux valeurs de b (basses 0 ou 50 s/mm? et élevées, >800 s/mm?). Les images acquises
avec de basses valeurs de b sont trés fortement pondérées en T2 et la graisse est saturée, ce
qui peut aider a faire la différence entre la graisse et des Iésions mucineuses. Les valeurs de b
élevées vont étre sensibles pour les zones trés tissulaires et éventuellement permettre de
calculer la valeur du coefficient apparent de diffusion (ADC), dont I’utilité reste du domaine
de la recherche (124).

Enfin, la derniere séquence est ’acquisition dynamique apreés injection de chélates de
gadolinium de séquences volumigues en écho de gradient pondérées en T1 avec saturation de
la graisse (idealement de type Dixon). L’acquisition dynamique n’est pas obligatoire dans le
cas du PMP. On peut réaliser une acquisition artérielle et veineuse centrée soit sur le foie, soit
sur le pelvis en fonction de la distribution de la maladie. La séquence la plus sensible aprés
injection est la phase tardive qui doit étre réalisée entre 3 et 5 min aprés le début de I’injection
(118). On recommande une acquisition dans le plan axiale et coronal étant donne la rapidité

d’acquisition de ces séquences en écho de gradient.

1.7.6 Aspect IRM du PMP

Chez le patient avec PMP, on constate le plus souvent la présence d’un épanchement
mixte liquidien et mucineux particulierement bien visualisé sur les images en pondération T2
(Figure 13A). Les lésions mucineuses sont parfois difficiles a différencier du liquide, mais
ont typiquement un signal élevé et moins homogéne, un contenu hétérogene avec un aspect de
micro-cloisons et des parois épaisses (Figure 13B). La présence de masses tissulaires est
relativement fréquente (60% des cas dans notre expérience) mais ne se voit pas uniquement
chez les patients ayant un PMP de haut grade. Les masses vont typiquement étre des lésions
en hyposignal hétérogene T2 se rehaussant apres administration de chélate de gadolinium,
entourées d’une couronne de mucine simple, peu rehaussée (Figure 14). La lésion centrale va
typiquement avoir un ADC plus bas que la mucine alentour. Parfois, ces masses sont moins

tissulaires et plus homogenes, et vont se rehausser de fagcon moins intense mais plus diffuse.
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Figure 13. A. Patient de 56 ans avec un PMP de haut grade. Epanchement mixte liquidien et
gélatineux. B. Patient de 64 ans avec PMP de haut grade. Aspect de multiples lésions

mucineuses a paroi épaisse.

Figure 14. Patiente de 67 ans avec PMP de haut grade. Image pondérée en T2 single shot (A),

en T1 apres administration intraveineuse de gadolinium au temps tardif (B) et cartographie
ADC (C). Volumineuse masse pelvienne avec une zone centrale en hyposignal T2, rehaussant
intensément apres administration intraveineuse de chélate de gadolinium et avec une

restriction de la diffusion.
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L’administration de chélates de gadolinium va notamment aider a caractériser les
atteintes des parois et séreuses, telles que le diaphragme, la capsule hépatique, la séreuse

digestive, et le péritoine (Figures 15 et 16).

Figure 15. PMP de bas grade chez un patient de 48 ans. A. Images pondérées en T2-TSE.
Atteinte de la coupole diaphragmatique droite. B. Images pondérées en T1 apres
administration de chélates de gadolinium. Discret rehaussement (fleche). Les lésions

purement mucineuses ne se rehaussent presque pas.

Figure 16. Patent de 54 ans avec PMP de bas grade. A. TDM: ascite avec scalopping focal

sans cloison visible. B. En IRM en pondération T1 apres injection de chélates de gadolinium.
Rehaussement des capsules hépatique et splénique. Le patient a été traité par glissonectomie

et splénectomie.
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Une étude a rapporté une corrélation entre 1’intensit¢ du rehaussement du PMP 5
minutes aprés administration de gadolinium et le grade la tumeur mais ces résultats n’ont pas
¢été confirmés par d’autres études (118). Dans notre expérience, un délai de 5 minutes peut

s’avérer un peu long et nous préférons les acquisitions a 3 minutes apres injection.

L’intérét de la séquence de diffusion n’a pas encore été évalué. Le signal de la mucine
va décroitre lorsque la valeur de b augmente, un peu moins vite que pour les liquides purs. La
séquence EPI avec saturation de la graisse a faible valeurs de b est souvent de meilleure
qualité qu’une séquence de type single shot avec saturation de la graisse et moins artefactee
qu’une séquence TSE avec saturation de la graisse. Du fait sa forte pondération T2, elle peut
étre complémentaire de la séquence en pondération T2 sans saturation de la graisse pour
détecter la mucine, a condition que les deux seéries d’images soient analysées en méme temps.
Sur les images avec une valeur de b élevée, seuls les implants tissulaires vont rester en
hypersignal modéré et en particulier les masses (Figure 17). La mesure de I’ADC n’a pour
I’instant pas démontré d’intérét, mais pourrait peut-étre permettre de distinguer les PMP de

bas grade des PMP de haut grade.

b1000

Figure 17. Patent de 67 ans avec PMP de bas grade. a. vue chirurgicale : multiples implants
autour du tube digestif. b. TDM : faible contraste des lésions qui sont difficiles a distinguer
des anses digestives normales. c. images pondérées en T2 single shot montrant les lésions
antérieures au tube digestif en hypersignal. d, e, f. décroissance du signal au sein de la mucine
lorsque la valeur de b augmente. La séquence lorsque b=0 est particuliérement sensible pour

détecter les implants en hypersignal.
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1.7.8 Intérétde la TEP-TDM

Du fait de son caractere peu cellulaire et richement mucineux, le PMP est une tumeur
peu consommatrice de glucose. La TEP est donc peu adaptée a I’exploration du PMP. De
plus, chez ces patients, le bilan d’imagerie spécifique est souvent fait aprés une chirurgie
premiére au cours de laquelle le diagnostic a été fait et des biopsies realisees. Il est donc
possible de voir des hyperfixations résiduelles faussement positives. Une étude a décrit une
corrélation entre I’intensité de la consommation de glucose et le grade de la tumeur, mais ces
résultats n’ont pas été¢ confirmés par d’autres ¢tudes (213). Il est intéressant de noter qu’une
corrélation similaire a été trouvée avec 1’intensité rehaussement en IRM et le grade (118). Une
étude récente de la méme équipe a montré qu’une hyperfixation du *FDG était un facteur
prédictif de récidive (126).

1.7.9 Criteres de non résécabilité

L’objectif du bilan préopératoire est double : faire la cartographie précise des lésions,
et chercher des critéres de non résécabilité. En effet, I’intérét de la chirurgie de cytoréduction
si la résection ne peut étre compléte est controversé, méme si des études récentes suggérent
qu’une résection la plus complete possible dans un centre expert est associee a une meilleure
survie globale (214). Il est donc primordial de repérer des criteres de non résécabilité et de
signaler au chirurgien les zones ou la résection risque d’étre délicate. Les critéres de non
résécabilité chirurgicale sont classiquement les atteintes trop étendues pour lesquelles la
résection d’une trop longue portion de I’intestin gréle est nécessaire, ou la nécessité d’associer
une colectomie compléete et une gastrectomie qui se traduirait par une trop grande morbidité
post-opératoire. Les atteintes profondes du pédicule hépatique engainant les vaisseaux sont
aussi un élément majeur de non résécabilité. L’une des rares études sur le sujet a comparé les
performances de la TDM et de I’IRM lues par un lecteur junior et un lecteur senior pour
évaluer I’atteinte non résécable du pédicule hépatique et du meésentere (117). Menassel et al.
ont ainsi montré chez 73 patients avec PMP que la TDM et I’IRM avaient une spécificité de
100% pour prédire I’envahissement non résécable du pédicule hépatique pour le lecteur senior
alors que pour le lecteur junior, la spécificité était de 100% en TDM et 97% en IRM. Par

ailleurs, ’envahissement non résécable du mésentére était prédit en TDM et en IRM par le
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lecteur senior avec une spécificité de 100% et 99% et une spécificité de 100% pour les deux
modalités pour le lecteur junior. Ces excellents résultats sont a mettre en perspective avec les
autres carcinoses péritonéales pour lesquels les performances du bilan préopératoire pour

prédire la non résecabilité sont nettement inférieures (108).

1.7.10 Diagnostic différentiel

1.7.10.1 Cas de la mucocele

Pour un nombre non négligeable de patients, le diagnostic est fait lorsqu’ils se
présentent en urgence pour des douleurs abdominales et que 1’on visualise un appendice élargi
sur la TDM préopératoire. Lorsque le diagnostic de mucocéle appendiculaire est manqué sur
la TDM, il va alors étre peropératoire et anatomopathologique. Lorsque la mucocéle est isolée
et non rompue, 1’apparence est celle d’une structure tubulée, souvent de grande taille, avec
une paroi fine et éventuellement de fines calcifications pariétales (Figure 18). Il est important
de noter qu’il n’y a pas d’infiltration de la graisse péri-appendiculaire ce qui permet
d’éliminer le diagnostic d’appendicite aigue dans la plupart des cas.

Figure 18. TDM chez un patient de 43 ans se présentant aux urgences pour des douleurs

abdominales. Mucocéle appendiculaire secondaire a un cystadénome borderline de

I’appendice (étoile) avec de fines calcifications pariétales (téte de fleche).
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1.7.10.2 Les autres carcinoses

Certaines CP peuvent vraiment mimer [’aspect du PMP. Dans le cas
d’adénocarcinomes digestifs mucineux, les Iésions métastatiques péritonéales peuvent avoir
un aspect mucineux (Figure 19). Il est alors presque impossible de les différencier du PMP.
La présence de signes associés tels que des métastases hépatiques, une masse primitive
colorectale ou ovarienne, sont des arguments forts contre le diagnostic de PMP. De plus le
PMP est responsable d’un effet de masse chronique, donnant un aspect de « scalopping
cystique » faisant un effet de masse plus doux sur les parenchymes que les CP ovariennes ou
colorectales (Figure 20). Enfin, les CP ovariennes ont un aspect assez classique, associant des
masses ovariennes hétérogénes, une ascite plus liquidienne et un « gateau epiploique ». Les
atteintes nodulaires sont plus rares et seront généralement en hyposgnal sur les images en

pondération T2.

Figure 19. Patient de 45 ans. IRM préopératoire d’un cancer mucineux du colon gauche.

Images en pondération T2 montrant des lésions de CP en hypersignal (fleches). Aspect trés
proche du PMP.
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Figure 20. Image en pondération T2 single shot chez un patient de 67 ans avec PMP de bas
grade: scalopping cystique (fleche) : le parenchyme est refoule et déformé mais la capsule

reste bien continue.

1.7.10.3 Les autres lésions kystiques

Les autres diagnostics différentiels sont les lésions kystiques péritonéales et
pelviennes.

Le meésothéeliome kystique (anciennement kyste mésothélial) est une lésion bénigne,
composee de lésions purement kystiques, dont les parois sont fines. Il n’y a aucun contingent

mucineux ou solide et les images IRM sont fortement évocatrices (Figure 21).
Un autre diagnostic différentiel est le lymphangiome kystique. Le plus souvent il est

unique, avec des septa et une localisation préférentielle dans les mésos. Il n’y a aucun

contingent graisseux ou mucineux et pas de rehaussement.
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Figure 21. Mesothéliome kystique chez une patiente de 43 ans. A. Image coronale en
pondération T2 single shot : aspect de multiples kystes réguliers a paroi fine. Il n’y a aucun

contingent tissulaire. B. Aspect de la piéce d’exérese.

1.7.11 Conclusion

Le PMP est une CP particuliére a plus d’un titre. Ses caractéristiques structurales et
son polymorphisme en fond une maladie particuliére pour le radiologue car les
performances des examens d’imagerie sont meilleures que pour les autres CP. Du fait de sa
rareté, peu d’études ayant inclus un grand nombre de patients ont été menées. Les résultats de
plusieurs études préliminaires, notamment sur la prédiction du grade doivent étre validés sur
de larges cohortes, et 1’imagerie de diffusion reste a évaluer. L’IRM est vraiment 1’examen
fondamental et le plus performant dans cette maladie. Le radiologue doit savoir la proposer,
alors que la TDM reste trop souvent le seul examen réalisé. La prise en charge doit étre faite
dans des centres spécialisés. Enfin, le caractere relativement vasculaire de la maladie, malgré
son faible contingent cellulaire en fond une pathologie singuliére pour étudier 1’angiogenése

tumorale.
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1.8 Les modeles animaux

L’élaboration de mod¢les animaux pour tester des hypothéses est souvent nécessaire avant
de passer a aux essais chez I’étre humain. En effet, ils permettent de tester des molécules dans
un systéme vivant proche de I’étre humain, contrairement aux explorations réalisées in-vitro.
Un modele animal doit reproduire les caractéres de la pathologie humaine de fagon adéquate.
Dans le cadre des modéles animaux tumoraux, il y a deux différents types de modeles:

- Les modéles immunocompétents

- Les modeéles immunodéficients

Les modeles immunocompétents ont plusieurs avantages : ils sont moins chers car les
souris ne sont pas génétiqguement modifiées, et ils permettent de reproduire une maladie chez
un animal ayant un systéme immunitaire complet, et donc permettent d’évaluer le role de ce
systeme immunitaires et ses potentielles interactions avec la pathologie et les traitements
évalués. Leur principal inconvénient, est qu’ils ne permettent que de travailler sur des tumeurs
murines, qui vont sécréter des hormones ou des toxines murines et qui ne seront pas toujours
sensibles & un traitement congu pour une tumeur humaine. Par exemple, un anticorps anti-
VEGF humain tel que le bévacizumab n’aura pas un effet aussi marqué sur une tumeur
d’origine murine sécrétant du VEGF murin que sur une tumeur d’origine humaine (215, 216).
La souris est I’un des animaux les plus utilisé car sa petite taille permet d’étudier un grand
nombre d’individus pour un faible encombrement, et que son cycle de reproduction est court
(9 semaines). Les souris BALB/c sont un type de souris de laboratoire immunocompétentes

largement utilisées.

Les modeles immunodéficients : ils existent des modeles chez des souris ayant une
immunodéficience globale ou sélective. Les souris ayant une immunodéficience sélective ont
un gene ou un ensemble de genes qui sont sélectivement modifiés ou désactivés (souris dites
« knock out ») pour étudier I’expression de ce géne spécifique ou tester un traitement visant a
combler le déficit en question (217).

Les modeles murins ayant une immunodeficience globale sont plus fréquents et moins
chers. On utilise tout particuliérement la souris athymique nude : elles proviennent d’une
lignée génétique présentant une mutation génétique du gene FOXN1 causant 1’absence
congenitale de thymus ou son non fonctionnement. Cela va provoquer un déficit en immunité

humoral via les lymphocytes T. Par ailleurs, le phénotype de cette souris se caractéerise par
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I’absence de poils. L’absence d’immunité humorale va permettre de créer des modeles par
xenogreffe de tissus issus d’une autre espéce sans rejet. Par exemple, la xénogreffe d’une
tumeur humaine va entrainer la colonisation de la tumeur par le stroma et les vaisseaux
murins et de recréer un avatar. Le microenvironnement tumoral ainsi créé va avoir une
composante mixte humaine et murine. Ces modeles sont particulierement intéressants lorsque
I’on veut étudier une tumeur humaine avec des cellules humaines. Si le tissu est greffé en
orthotopique, il peut reproduire une grande partie des caractéristiques de la tumeur initiale.
Beaucoup d’études utilisent des modeles de greffes ectopiques de cellules tumorales en sous-
cutané. L’avantage de ces modeles et leur facilit¢é d’obtention et de suivi visuel de la
croissance tumorale, mais ils ne permettent pas d’étudier les interactions entre la tumeur et
son stroma.

Des lignées de souris plus profondément immunodéficientes existent, telles que les souris
SCID (severe combined immunodeficiency). Elles vont pouvoir recevoir non pas du tissu
mais des cellules d’une autre espéce, comme des cellules souches ou des cellules stellaires

hépatiques qui vont pouvoir coloniser la souris receveuse (218).

64



2. Objectifs

Les objectifs de ce travail de thése étaient la mise au point et I’application d’une

méthodologie d’évaluation fonctionnelle de la carcinose péritonéale

Pour parvenir a cet objectif, le travail s’articule en 3 parties

1. Etablir un modele murin d’angiogenése tumorale péritonéale : il s’agit d’un mod¢le
murin orthotopique de PMP chez la souris nude permettant :
- De caractériser I’angiogenése tumorale en histologie, immunohistochimie, et en
imagerie par micro-angiographie
- D’évaluer I’échographie Doppler dans ’artére mésentérique supérieure dans le suivi
de I’angiogenése au cours du développement tumoral dans un premier temps puis sous
traitement anti-angiogénique

- D’évaluer la valeur des marqueurs sériques d’angiogenese dans ce modele

2. Mettre au point d’une séquence de diffusion pour les études murines a 1.5T
- Nous avons pu évaluer la fiabilité et la reproductibilité de cette séquence dans le
modele murin de PMP et dans un modéle murin de carcinose colique murine chez la

souris immunocompétente

3. Suivi de Defficacité d’un traitement angiogénique par IRM de diffusion multi-b dans
un modele murin de PMP:
- Nous avons suivi longitudinalement un groupe de souris traitées par sorafénib et un
groupe de souris témoins, par IRM de diffusion multi-b afin d’extraire les parametres
IVIM et suivre leur évolution au cours du temps
- Les paramétres d’imagerie ont été corrélés a la densité micro-vasculaire, aux

marqueurs sé€riques de I’angiogeneses et au volume tumoral.
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Perspectives : Applications translationnelles chez le patient

Dans le prolongement de notre expérience chez le modele murin, nous avons évalué
I’apport de 1’échographie Doppler dans le suivi des patients avec PMP.

Nous avons ¢étudi¢é une autre technique d’imagerie fonctionnelle : [’analyse
d’histogramme comme biomarqueur de la survie chez des patients atteints de CP

colorectale non résécable.
Nous avons évalué I’apport de I’IRM par rapport a la TDM dans le bilan préopératoire

des CP.
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3. Résultats

3.1 Etablissement d’un modéle murin de PMP pour évaluer et caractériser
l’angiogenése tumorale péritonéale :

L’utilisation de modéles animaux est la premicre étape nécessaire pour I’étude
préclinique de la microcirculation tumorale in vivo. La croissance tumorale ainsi que 1’action
des traitements anti-cancéreux dépend en grande partie du microenvironnement tumoral dans
laguelle la tumeur se développe. De plus, les modeles tumoraux animaux qui sont le plus
souvent utilisés sont des tumeurs greffées en sous-cutané, qui permettent de visualiser
directement le développement de la tumeur. Toutefois, ces modeles de greffes sous cutanées
ne reconstituent pas un environnement tumoral complet, avec son tissu de soutien et tous ses

facteurs de croissances.

L’utilisation de mode¢les orthotopiques permet en revanche, de reconstituer un
environnement tumoral proche de la tumeur d’origine, avec son architecture. C’est pourquoi

nous avons decidé de travailler sur deux modéles murins de greffe orthotopique de CP.

L’objectif de la premiére étape de notre travail a donc été triple :

1. Développer un modele murin de PMP par xénogreffe orthotopique de tissu humain
chez la souris nude, et le caractériser d’un point de vue histologique et

immunohistochimique.

2. Evaluer une premiéere technique de quantification non-invasive in vivo de
I’angiogenése tumorale et du développement tumoral par échographie Doppler dans ce

modéle.

3. Enfin, nous avons testé I’effet d’un traitement anti-angiogénique, le bevacizumab chez

ce modele, et quantifié 1’effet du traitement par échographie Doppler.

La réponse a ces objectifs a été apportée dans I’article présenté ci-dessous, publié dans The

American Journal of Pathology.
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Dans la premiére partie de ce travail, nous avons mis au point un modele murin de
PMP obtenu par greffe intra-péritonéale de petits morceaux de PMP provenant de patients
humains opérés. Nous avons ainsi pu établir 9 modéles murins de PMP de bas et de haut
grade. Dans ces modele murins, nous avons observé le développement de la tumeur avec
augmentation visuelle du périmétre abdominal de la souris dans un délai initialement de 136
jours [116-166] mais qui s’est raccourci au fur et & mesure des passages de souriS a souris
jusqu’a une moyenne de 78 jours [42-115]. Nous avons expliqué ce résultat par la sélection au
fur et a mesure des passages d’un contingent de plus en plus tissulaire ayant le pouvoir
reproductif le plus élevé. Par ailleurs, nous avons observé peu de composante liquidienne et
une prédominance de composante tissulaire dans ce modele.

En histologie, nous avons pu confirmer par coloration trichromatique hématoxyline
éosine safran (HES) la reproduction de I’architecture tissulaire du PMP lors du passage de
I’humain a la souris. Enfin, les immuno-marquages par CK20, pancytokératines DAPI et pour
le Ki67 ont confirmé 1’origine digestive épithéliale de la tumeur, ainsi que ¢a  pauci-
cellularité. Nous avons aussi pu mettre en évidence la persistance d’un marqueur des cellules
productrices de mucine (MUC2). La mutation Kras a été retrouvée a la fois chez I'un des
patients ayant un PMP de haut grade et le modéle murin correspondant.

Les analyses par immunofluorescence ont montré une importante expression de
marqueurs de la paroi endothéliale (anti-CDs;) et de la paroi des péricytes (anti-desmine)
confirmant une importante angiogenese dans cette tumeur peu cellulaire.

L’architecture du réseau capillaire micro-vasculaire a été étudiée et visualisée gréace a
la technique de micro-angiographie. Nous avons ainsi pu visualiser le réseau capillaire
extrémement tortueux et irrégulier au sein de la tumeur. Sous traitement anti-angiogénique,
nous avons aussi pu mettre en évidence une normalisation de 1’aspect de ces vaiss€aux.

Par I’échographie Doppler de ’artére mésentérique supérieure (AMS), nous avons
observé une accélération des flux vasculaires au sein de I’AMS accompagnant le
développement de la tumeur. En paralléle, nous avons pu montrer que les vitesses
circulatoires restaient stables dans le tronc ceeliaque.

Nous avons ensuite réalisé deux sets d’expérimentation :

Dans un premier set, nous avons comparé 2 groupes de souris greffées avec du PMP issues du
méme modele :
- Un groupe de souris témoins

- Un groupe de souris traitées par anti-angiogénique (bévacizumab)
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Dans un second set, nous avons comparé 2 groupes de souris greffées avec du PMP issues du
méme modéle chez lesquelles une chirurgie de résection incomplete a été réalisée : I’objectif
était de reproduire la situation clinique de la chirurgie de cytoréduction incompléte. On a
compare :

- Un groupe de souris traitées par chirurgie de résection seule

- Un groupe de souris traitées par chirurgie de résection puis traitées par anti-

angiogeniques (bévacizumab)

Les souris étaient sacrifiées lorsque leur poids atteignait 40 grammes. Dans ces deux sets
expérimentaux, nous avons pu mettre en évidence :
- Un ralentissement de la croissance tumorale chez les souris traitées par anti-
angiogéniques comparativement aux souris non traitées
- Ce ralentissement de la croissance tumorale s’accompagnait d’une réduction
significative des flux dans I’artére mésentérique supérieure dans les deux sets.
- Une augmentation significative des marqueurs sériques de 1’angiogenése (VEGF,
PIGF, et TGF-B) chez les souris PMP comparées a des souris témoins
- Une diminution significative de ces marqueurs sériques de 1’angiogenese chez les

souris PMP traitées par anti-angiogéniques comparées aux souris PMP non traitées.

Nos résultats suggerent donc une efficacité des traitements anti-angiogéniques sur le PMP et
I’échographie Doppler semble étre un outil intéressant dans le suivi de 1’activité vasculaire de

cette maladie.
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ABSTRACT

Pseudomyxoma peritonei (PMP) is an uncommon peritoneal mucinous carcinomatosis
confined to the peritoneal cavity. The rarity of PMP in humans makes evaluation of the
disease biology and new therapeutic strategies difficult. Accordingly, there is a need for
animal models of PMP. Human PMP tissue was intraperitoneally grafted and grew into nude
mice, then constituted reliable and reproducible orthotopic models. Histological and
immunostaining analysis was performed. Bevacizumab was injected twice a week either
during tumor growth or after cytoreductive surgery. In vivo imaging of tumor angiogenesis
was performed using barium sulfate or isolectin microangiography and Doppler ultrasound of
the superior mesenteric artery (SMA). Tumor angiogenesis was confirmed by the presence of
tortuous vascular networks with high levels of expression of CD31, Vascular Endothelial
(VE)-Cadherin, and Desmin. Doppler ultrasound of the SMA revealed a 2-fold increase in
blood flow velocity compared to tumor free mice (p<0.001). Bevacizumab administration was
correlated with the normalization of tumor vascularity when injected during tumor growth and
with the stabilization of the histological and hemodynamic findings when injected after
cytoreductive surgery. Our PMP models mimic human PMP. Our results confirmed the
presence of tumor angiogenesis related to PMP growth. Our murine model allows researchers
to actually bench test and evaluate in preclinical studies the efficacy of new therapeutic
strategies and antiangiogenic therapies.
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INTRODUCTION:

Pseudomyxoma peritonei (PMP) is a rare malignant disease characterized by the
progressive, accumulation of mucinous tumor tissue in the peritoneal cavity without
extraperitoneal growth, leading to intra-abdominal compression and a fatal outcome.
Consensus is that PMP has an intestinal origin and results from the perforation of a mucinous
appendiceal neoplasm.(1-4) Complete cytoreductive surgery with hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy (HIPEC), is now a well-established treatment option for patients
with PMP.(5-10) Despite the improved survival rate achieved with this combined treatment,
this therapeutic option is not applicable to all patients, especially for those with coexisting
causes of morbidity. Moreover, treatment failure and recurrence are not rare.(11)

Histopathologically, PMP is graded from disseminated peritoneal adenomucinosis
(DPAM or low grade) to peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA or high grade) with an
intermediate histological type (PMCA-I/D).(12) PMP presents as large patches of mucinous
deposits that contain a few cells organized as a low-proliferative epithelium. The paucity of
tumor cells may explain the relative lack of efficacy of the common cytotoxic chemotherapy
regimens on PMP. To date, we are aware of only 2 case reports that have studied the potential
impact of an antiangiogenic agent (i.e., bevacizumab) in PMP and reported a partial
response.(13, 14) To improve the overall survival and recurrence-free survival rate, the
development of new therapeutic strategies that combine chemotherapy and/or an
antiangiogenic drug with cytoreductive surgery is of major importance.

Animal models of PMP should mirror the peritoneal growth pattern of PMP in humans
and should also mirror the histopathological classification used in humans. In addition, such
animal models should be appropriate for testing new antiangiogenic therapies and evaluating
the tumor response. To our knowledge, there are only three published animal studies that
describe the development of orthotopic xenografted PMP in animal models.(15, 16)

To date, the evaluation of patients with PMP is based on computed tomography and no
functional imaging modality has a proven efficacy in the follow-up of these patients. Doppler
ultrasound (DUS) has been successfully used to monitor the tumor blood supply in primary
and secondary liver cancers.(17-21) The main blood supply of the PMP tumor arises from the
superior mesenteric artery (SMA). We thus hypothesized that DUS of the SMA would
provide an evaluation of the blood flow supplying the tumor vascular network. Indeed, it has
been previously demonstrated that measurement of the blood flow velocity in the feeding
artery upstream of the tumor vascular network allows for the semi-quantitative analysis of the
development or the involution of the tumor vasculature.(17, 21, 22)

The goals of our study were threefold. First, we wanted to develop a murine model of
PMP to investigate tumor angiogenesis in PMP. Second, we wished to evaluate the
capabilities of DUS in depicting and quantifying the development or the involution of the
tumor vasculature in this experimental murine model. Third, we wanted to investigate the
effects of antiangiogenic therapies alone or as adjuvant treatments of PMP after incomplete
surgical resection.
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MATERIALS AND METHODS
Orthotopic murine model of PMP

Patients

All of the tissue samples were collected after Institutional Review Board approval and after
informed consent was obtained from all of the patients. Tumor samples were obtained from
18 patients with histologically proven PMP that originated from an appendiceal mucinous
neoplasm and who were treated with surgery at two different institutions between November
2009 and May 2012.

Animals

Five-week-old female athymic Swiss nude mice (Charles River Laboratories International
Inc., Arbresle, France) weighing between 16 to 18 g were acclimatized for 1 week before
tumor transplantation. The animals were maintained under specific pathogen-free conditions,
and irradiated food and water were supplied ad libitum. During surgical procedures, the
animals were anesthetized with a mixture of ketamine (80 mg/kg) and xylazine (16 mg/kg)
delivered intraperitoneally (Virbac, Carros, France). All of the experimental protocols and the
animal procedures for the care and use of laboratory animals were conducted according to the
guidelines of our institution and the Federation of European Laboratory Animal Science
Association.

Tumor collection and implantation

The tumor samples were collected and immediately brought to the animal facility. The fresh
tumor tissue was cut into 3x3x3 mm pieces. The tumor fragments were intraperitoneally
implanted in 2 mice for each sample. A 1-cm midline laparotomy was performed, and six
tumor pieces were placed in the peritoneal cavity in both sides of the subdiaphragmatic area,
the flank and the pelvis. After implantation, the peritoneum and muscle were closed with one
layer of Monocryl 5/0, and the skin was closed with staples.

Sampling and evaluation

The mice were carefully monitored and weighed twice a week. The mice were sacrificed
when they weighed more than 40g. After sacrificing the mice, the macroscopic assessment of
PMP was performed, during which a search for primary and metastatic tumors was carried
out; these tumors were sampled for further analyses. The tumor samples were embedded in
Optimal Cutting Temperature (OCT) compound or fixed in formalin.

Cytoreductive surgical procedure

Cytoreductive surgery was performed at 33g. Each mouse was anesthetized with 1.5%
isoflurane in 100% O,. A large midline incision was made, and maximum resection was
performed with a clip applier. Lesions adjacent to digestive tract were not resected because of
the high risk of a lethal wound. The peritoneum and muscle were closed with one layer of
Monocryl 5/0, and the skin was closed with staples. Immediately after surgery, mice were
given an analgesic drug (buprenorphine, Schering-Plough Europe, Brussels, Belgium) in a
single subcutaneous dose of 0.1 mg/kg.

Ex vivo and in vivo characterization of orthotopic murine models

Histological and immunohistological analyses
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Tissue from the mouse tumor was explanted after sacrifice, fixed with formalin and stained
with hematoxylin-eosin-safran (HES) and alcian blue. Histological classification was
performed according to the three groups as described by Ronnett et al. (1, disseminated
peritoneal adenomucinosis (DPAM); 2, peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA); and 3,
intermediate histological type (PMCA-I1/D).(14)

Archival paraffin-embedded tissue blocks were cut into 4-5 microns sections and transferred
to glass slides. After deparaffinization, antigen retrieval was carried out using citrate solution
at pH=6.0. The slides were stained on an automated Benchmark immunostainer. The
monoclonal anti-MUC-2 antibody (cloner Ccp58 - Novocastra, Newcastle, United Kingdom)
was used at 1:100 dilutions. The epitope specifically recognized by the anti-MUC-2 antibody
is Human Muc-2 glycoprotein (no crossreaction with Muc-1 or Muc-3 derived peptides).
Slides were incubated with the above primary antibody for 1 hour at room temperature;
thereafter, goat anti-mouse secondary antibody was applied and the reaction was developed
using diaminobenzidine.

Additionally, tumor samples from each passage through passage 5 were embedded in OCT
compound for the preparation of frozen tissue sections (5 pum-thickness), which were then
fixed in acetone at 4°C for 10 minutes and immunostained as described. After washing, the
non-specific sites were saturated for 20 minutes with BSA (10 g/L in PBS-1% Tween). The
sections were then incubated for 1 hour with the following primary antibodies: anti-pan-
cytokeratin antibody (1/100) (Abcam, Cambridge, USA) and anti-cytokeratin 20 (CK20)
antibody (prediluted) (Abcam, Cambridge, USA), which are specific for colon cancer; an
antibody against Ki67 (1/100) (Neomarker Inc. Fremont, CA, USA), which is a nuclear
protein expressed in proliferating cells; antibodies against platelet endothelial cell adhesion
molecule (CD31) (1/50) (BD Pharmingen, Le Pont-de-Claix, France); an antibody against
VE-cadherin (1/50) (Santa Cruz Biotechnology Tebu SA, Le Perray-en-Yvelines, France),
which is a protein localized at the intercellular junctions of endothelial cells; an antibody
against desmin (1/200) (Neomarker Inc. Fremont, CA, USA), which is a protein specific for
smooth and striated muscle. After washing, the sections were incubated for 30 minutes with
the appropriate secondary antibody (1/200) [Alexa Fluor® 555 goat anti-mouse, goat anti-
rabbit, or donkey anti-goat, or Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse, donkey anti-rat, or donkey
anti-goat (Interchim, Asnieres, France)] and then washed with PBS-1% Tween. The primary
antibody was omitted on sections that were used as negative controls. To perform double
immunostaining, the sections were initially incubated with the first primary antibody, then
with the second primary antibody, and finally with the appropriate secondary antibody. The
histological sections were analyzed with a fluorescence microscope equipped with the
appropriate filters (Observer.Z1; Carl Zeiss Inc.).

TP53 functionality and KRAS mutations analysis

Mutational analysis of TP53 was performed using FASAY (Functional Analysis of Separated
Alleles in Yeast), in accordance to the method described by Flaman et al (23)

This method requires frozen tumor samples and evaluates the transactivation activity of p53
on a p53-responsive promoter stably integrated in the yeast genome. RNA was extracted by
phenol-chloroform method, reverse transcribed and p53 transcripts were amplified by PCR
and transfected into yeast. Yeast colonies transformed with wild type or mutated TP53
sequences appear white and large, or red and small, respectively. TP53 status was considered
mutated when: more than 10% of the yeast colonies were red and analysis using the split
versions of the test could identify the defect in the 5° or 3’ part of the gene.

The seven most frequent KRAS mutations on codon 12 and 13 were analysed by allelic
discrimination after DNA extraction from selected FFPE-sections (>20% tumor cells) of the
tumor samples using the QIAamp DNA minikit (Qiagen) according to manufacturer’s
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instructions Specific probes for each allele (mutated or not) were labelled with fluorescent
reporter dyes at their 5° end and analysed by real time PCR on a LC480 (Roche) (24).

Microangiography

Conventional microangiography was performed in 5 grafted mice to characterize the tumor
vascular network. Under anesthesia, a longitudinal laparotomy was performed, and the
abdominal aorta was exposed by moving the tumor to the left side and then ligated upstream
of the iliac bifurcation. A polyethylene catheter with monitored pressure and volume was
introduced into the abdominal aorta to inject a contrast material (barium sulfate, 1 g/mL).
Image acquisition was performed with a digital X-ray transducer (2100; Kodak Dental
Systems, Atlanta, GA).(22)

Alternatively, performing the same surgical procedure in another 5 mice, we perfused 0.5 mL
of heparinized saline and 0.8 mL of bandeiraea simplicifolia isolectin B4 (1B4) conjugated to
FITC (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) diluted with PBS to a concentration of 0.25
mg/mL. This tracer binds selectively to terminal a-galactose (1IB4)(25) and is an endothelial
cell-specific marker that was used to identify and characterize the neovessels in the tumor.
Fifteen minutes later, the mice were sacrificed, and the tumors were harvested. After fixation,
the tumor samples were analyzed with a computer-assisted Nikon fluorescence microscope
with a digital camera (Eclipse TE200, Nikon Inc., Melville, New York). Because of the
heterogeneous distribution of the vasculature and the presence of wide ranges of mucinous
content, we did not quantify the density of the vessels.

Ultrasound examination

Ten Swiss nude PMCA-tumor-grafted and 10 age-matched normal mice had ultrasound
measurements using a DUS instrument (Vivid 7, GE Medical Systems Ultrasound, Horten,
Norway) equipped with a 12-MHz linear transducer as previously described.(22). Briefly,
after sedation, the mice were placed on a heating blanket (38°C) in the left lateral prone
position to avoid placing pressure on the abdomen with the transducer. The color Doppler
mode was activated with an anterior longitudinal view of the abdomen crossing the
longitudinal axis of the aorta. The SMA and celiac trunk were localized on the screen by their
color-coded blood flow. A pulsed Doppler sample was then placed on the longitudinal axis of
each vessel, and pulsed Doppler velocity waveforms were recorded. Peak-systolic, end-
diastolic and time-averaged mean blood flow velocities (BFV) were measured according to
the pulsed Doppler spectrum. The DUS recordings were repeated every two weeks from the
initiation of the tumor graft up to 6 weeks.

Serum Angiogenesis markers

After sacrificing the mice, blood was collected into chilled tubes containing heparin (Sarstedt,
France). The plasma concentrations of vascular endothelial growth factor (VEGF), placental
growth factor (PIGF) and transforming growth factor beta (TGF-f) were determined with
ELISA tests (MMVO00, DPG00 and MB100B, respectively) according to the manufacturer’s
instructions.

Treatment

In another set of experiments, we applied an antiangiogenic treatment in two models of
peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA-1 and PMCA-2). Four weeks after the PMCA
surgical graft, the mice were randomly assigned to two different groups. The mice in the
treated groups were intraperitoneally (IP) injected twice a week with bevacizumab (5 mg/kg
intraperitoneally, n=10 for PMCA-1 and n=10 for PMCA-2) according to prior publications.
The mice in the control groups (n=10 for each experiment) received an equivalent volume of
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phosphate-buffered saline (PBS). The mice were sacrificed when they weighed more than
40g. The serum angiogenesis markers (VEGF, PIGF and TGF-B) were quantified in these two
groups 6 weeks after the tumor graft and compared to 5 age-matched non-grafted mice. In
another set of experiments, after cytoreductive surgery was performed at the weight of 33g,
the grafted mice were submitted to an antiangiogenic treatment with bevacizumab (n=11)
versus PBS (n=9) intraperitoneally injected twice a week in an adjuvant setting. The mice
were carefully monitored for 4 weeks with DUS and weighed weekly. The development of
tumor growth was evaluated by following the increase in weight. Serum angiogenesis markers
were also quantified.

Statistical Analysis

Results were expressed as the meanststandard deviation (SD). Heart rate, blood flow
velocities, and concentrations of serum angiogenesis markers were compared using an
analysis of variance (ANOVA). Post hoc paired and unpaired Student’s t tests were performed
to identify which time point or which group differences accounted for the significant
ANOVA. The survival probabilities were estimated using the Kaplan-Meier product-limit
method (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium). A P-value<0.05 was considered to be
significant.
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RESULTS

Tumor growth in the animal models

Among the 18 intraperitoneally grafted, patient-retrieved PMP samples, 9 succeeded in
growing, but growth occurred only once for one of the samples. Among the eight remaining
samples, seven were similar to a peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA-1 to PMCA-7),
and one was representative of a disseminated peritoneal adenomucinosis (DPAM). These
eight models were considered to be reliable and reproducible orthotopic mouse models of
PMP. The delay between successive tumor growths decreased from 136 days [116-166] after
the first transplant to 78 days [42-115] after the fifth transplant. The take rates ranged from 80
to 100% for PMCA-1 to 7 and from 40 to 90% for DPAM. As observed in humans, the mice
presented abdominal distension due to tumor growth. PMCA-1 to 7 were considered as more
aggressive compared to DPAM because these tumors grew more quickly.

The typical initial intraperitoneal growth pattern was characterized by mucinous ascites
accompanied by a variable number of "solid" mucinous tumor lesions of varying sizes. The
solid tumor components were attached to the peritoneum and serosa of all of the
intraperitoneal organs. No animal presented any metastatic lesions.

Microscopic assessment

The animal models of PMP reflect the histopathological classification after each transplant
generation. In the mice, we confirmed with HES staining that DPAM developed from a low-
grade appendiceal mucinous tumor. This subtype was characterized by widespread peritoneal
deposits of abundant pools of extracellular mucin with strips of proliferative mucinous
columnar epithelium with little cytologic atypia or mitotic activity (Supplementary Fig. 1A-
B). PMCA consisted of a juxtaposition of glands formed by an abundant mucinous epithelium
and/or signet ring cells and commonly had severe cytological atypia. This subtype had poorly
differentiated architecture (Supplementary Fig. 1C-D). The pathological characteristics were
conserved through the successive tumor passages with no change in the proportion of
mucinous ascites and “solid” mucinous tumor lesions.

High levels of expression of pan-cytokeratin and CK20 as indicated with immunostaining
were observed in the tumor through the successive tumor passages from mouse to mouse,
which indicates that the human and digestive origin was maintained (Supplementary Fig. 2A-
B). Low levels of DAPI immunostaining and the presence of only a few isolated Ki-67-
positive tumor cells were observed, which verified the paucicellular and low proliferative
characteristics of the tumor (Supplementary Fig. 2C-D).

Immunohistochemistry showed high levels of Cytoplasmic staining of tumor cells by the
antibody anti-MUC-2 as well in the human tumor as after passages from mouse to mouse,
confirming that tumor kept its biochemical characteristics with a high production of mucin
(Supplementary Fig. 3A-B).

Molecular characteristics were also analyzed in the PMCA-2 model for initial patient and
xenografted PMP in two nmice. No alteration of the p53 functionality (TP53 WT) was
detected in the initial human sample nor in the xenografted tumors. Nevertheless, an
activating p.G12V mutation of the KRAS gene was detected in the human sample and in the
two xenografted mice, highlighting that the xenografted tumors reflect the human origin at the
molecular level.

Angiogenesis analysis

Tumor angiogenesis was visualized with anti-CD31 and anti-VE-cadherin antibodies, which
are specific for endothelial cells (Supplementary Fig. 2E-G), and an anti-desmin antibody,
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which stained pericytes (Supplementary Fig. 2H). Double staining confirmed the co-
localization of the VE-cadherin and desmin immunoreactivity.

Microangiography

After in vivo intra-aortic injection of barium sulfate (Fig. 1A) or bandeiraea simplicifolia
isolectin B4 (IB4) (Fig. 1B), microangiography revealed the arterial vascular network and
showed the abdominal aorta, the left and right renal arteries, the gastric arteries, the hepatic
arteries and the superior mesenteric artery. The vascular networks downstream of the SMA
presented many functional tortuous and irregular newly developed vessels going toward and
through the intraperitoneal tumor.

Ultrasound examination

The tumor growth and development of ascites were observed by DUS (Fig. 2A). In the control
mice, time-averaged mean-BFV measurements in the SMA and in the celiac trunk remained
stable: 6.9+1.9 cm's™ and 12.5+4.4 cm-s™, respectively (Fig. 2B-C). In contrast, in the tumor
group, the mean-BFV in the SMA increased from the time of the tumor graft to the time of
sacrifice (from 6.9+1.9 to 13.8+2.1 cm-s™, p<0.001), although the mean-BFV remained stable
in the celiac trunk (Fig. 2D). The 1.75-fold increase in the mean-BFV in the SMA compared
with the control values (p<0.001) was representative of the development of the vascular
network downstream from the artery, i.e., the number of opened and dilated vessels, and thus
indicates tumor angiogenesis of the peritoneal tumor.

Treatments

Treatment with an antiangiogenic agent (bevacizumab) alone without cytoreductive
surgery.

Survival was defined by the time required to reach the weight of 40g. Mice in the PMCA-1-
grafted and PMCA-2-grafted mouse models treated with bevacizumab had a significantly
greater survival time than the mice in the control groups without treatment (Fig. 3A-B). For
the PMCA-1 model, the median survival time was 79.8 days [45-103] in the treated group
(n=10) and 58.4 days [45-68] in the control group (n=10, p<0.001, HR=0.12; 0.03-0.47). For
the PMCA-2 model, the median survival time was 81.6 days [54-126] in the treated group
(n=9) and 58.2 days [51-70] in the control group (n=9, p=0.002, HR=0.16; 0.05-0.57).

The plasma concentrations of VEGF, PIGF, and TGF-f in the 5 healthy ungrafted mice were
17.9+£2.7 ng/L, 20.9+4.1 ng/L and 4.5+2.9 ng/L, respectively. In the PMCA-1 model, the
control mice (n=5) presented dramatically increased plasma concentrations of 140.7+19.5
ng/L, 203.4+55.2 ng/L and 28.1+5.4 ng/L for VEGF, PIGF, and TGF-f, respectively
(p<0.001, compared to the healthy mice). In the bevacizumab-treated mice (n=5), the serum
levels were lower compared with the untreated grafted mice, and were decreased to 50.6+5
ng/L (p=0.005), 54.2+13.4 ng/L (p=0.014) and 14.1+3.5 ng/L (p=0.047), respectively, for
VEGF, PIGF, and TGF-B. However, the serum levels remained elevated compared with the
healthy mice (p<0.01) (Fig. 4A). After treatment with bevacizumab, the vessels were more
organized, regular and straight as indicated by microangiography using IB4 in conjunction
with FITC (Fig. 1C-D).

Treatment with an antiangiogenic agent (bevacizumab) after cytoreductive surgery.

After surgery, all of the mice presented lower weights (p<0.01). The PBS-treated mice had a
rapid recurrence of the PMP with an increase in weight and abdominal volume (Fig. 5A).
Moreover, all of the PBS-treated mice reached the cut-off weight of 40g within the first four
weeks following resection. The mean-BFV recorded in the SMA increased to 190% 4 weeks
after surgery (p<0.01) without any decrease immediately after surgery (Fig. 5B). The mean-
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BFV recorded in the celiac trunk remained unchanged (Fig. 5C). In contrast, the
bevacizumab-treated mice did not present any increase in their weight or in their abdominal
volume until the 4th week, (i.e., at the end of the follow-up). Moreover, they had lower
weights at 4 weeks compared with the untreated mice (p<0.05). At the 4™ week, the mean-
BFVs in the SMA decreased to 75% of the value recorded before surgery (p<0.05). Moreover,
they were lower compared with those recorded in the untreated mice at the 4™ week of follow-
up (p<0.001) (Fig. 5B). The mean-BFV remained unchanged in the celiac trunk during the
first 3 weeks after surgery and the introduction of antiangiogenic treatment but decreased at
the 4™ week compared to the untreated mice (p<0.01) (Fig. 5C). The plasma concentrations of
VEGF, PIGF, and TGF-B in the mice treated with surgery alone were 178.6+42.4 ng/L,
12.82+3.79 ng/L and 65.6x7.3 ng/L, respectively, while the levels of these markers decreased
in the mice treated with surgery in combination with bevacizumab to 41.5t17.4 ng/L
(p<0.001), 4.6+1.6 ng/L (p<0.001) and 23.4+7.0 ng/L (p<0.001), respectively, for VEGF,
PIGF, and TGF-B. However, the serum levels remained elevated compared with the healthy
mice (p<0.01) (Fig. 4B).
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DISCUSSION

We established eight reliable and reproducible in vivo models of PMP in immune-
compromised nude mice, including one DPAM model and seven PMCA models. The tumors
resulting from the intraperitoneal implantation of PMP retained histological,
immunohistological, molecular and topographical characteristics similar to those in humans.
The immunostaining analysis highlighted the presence of vessels within the tumor associated
with a few isolated Ki-67-positive tumor cells, thus confirming the low proliferation
characteristic of the tumor and this tumor’s low sensitivity to standard chemotherapy.(26)

Using our models, we were also able to demonstrate with microangiography and DUS
the actual in vivo development of tumor angiogenesis. Moreover, we also demonstrated a
correlation between the mean-BFV as measured in the SMA with DUS and the body weight.
Finally, we illustrated the antiangiogenic effect of bevacizumab, which manifested as a slower
tumor progression.

To our knowledge, our models are among the first mouse models of PMP. We found
in the literature only three publications that reported animal models of PMP.(15, 27, 28)
Flatmark et al. published five mouse models of human PMCA.(16, 27) Indeed, three of the
five models consisted of mucinous peritoneal carcinomatosis from various origins. In
addition, two of the five models were classified as PCAM-I according to Ronnett’s
classification that corresponded to tumors with a moderate degree of aggressiveness. In their
last study, Flatmark et al. successfully tested several intraperitoneal chemotherapies and a
new immunotoxin immediately after the graft. Although their model is very interesting, they
intraperitoneally inject mucinous ascites and not solid tumor tissue; therefore, their model is
more liquid.(28) Moreover, no study has tested any therapy in an adjuvant setting or after
cytoreductive surgery.

Chua et al. have created three models of histologically proven DPAM in rats.(15)
Although they reported a take rate of 100% within 3 months after the grafts, they did not
provide any information regarding the conservation of their model, which makes their model
difficult to reproduce.(15) In addition, similar to Flatmark et al., the models of Chua et al.
corresponded to a benign subtype of PMP, precluding the meaningful assessment of
antiangiogenic treatments. The histopathological subtype of a tumor is an independent
predictor of poor progression-free survival and poor overall survival.(5) Consequently, the
assessment of antiangiogenic drugs should be performed on the most aggressive models of
PMP. In our study, we developed PMCA animal models of the most aggressive subtypes,
which are the most useful for evaluating antiangiogenic treatments.

Angiogenesis has become a new area for intensive research in imaging. The quantification
of angiogenesis requires new models and more refined tools or the implementation of
functional applications of well-established techniques for monitoring the response to newly
developed antiangiogenic drugs. The development of techniques to quantify tissue activity
may help predict tumor sensitivity to a specific treatment and allow for the early detection of
the absence of a response to new and expensive therapies that are not free from side effects.

Non-invasive functional imaging modalities, such as magnetic resonance imaging,
dynamic contrast enhanced computed tomography, and positron emission tomography, have
been used for the assessment of the vessels and microcirculation in animals. However, the
limitations of these techniques include a high cost and limited availability. For preclinical
studies in small animals, we require non-invasive methods that ideally would be reliable,
rapid, reproducible, easy to repeat during a prolonged follow-up and affordable. Two-
dimensional color-coded pulsed DUS for the measurement of BFV in tumor-feeding vessels
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provides a powerful tool for the in vivo evaluation of tumor growth and the assessment of
neovascularization in preclinical studies and can be a useful technique to assess treatment
efficacy.(19-21)

We used the SMA mean-BFV recordings to assess the functionality and density of the
downstream vessels. In our study, we found greater mean-BFVs in the SMAs of mice with
peritoneal tumors containing abnormal vessels. The peritoneal vasculature is mainly supplied
by the SMA. According to our results, mean-BFV measurements in the SMA could be an
indirect indication of the development of vessels in the peritoneal tumor and constitute a
useful tool for the assessment of neovascularization in PMP in mice. The results of the DUS,
along with an increased abnormal vessel density observed with microangiography and an
increase in the blood markers of angiogenesis, reinforce our hypothesis that our orthotopic
murine models of PMP are relevant to test angiogenesis as well as the putative beneficial
effects of antiangiogenic therapies.

The potentially beneficial effects of antiangiogenic therapies have led to the
development of various drugs that require preclinical studies in animals to evaluate their
efficacy and toxicity before clinical trials can be initiated. The role of angiogenesis and
vascular remodeling in the development of cancer has been largely demonstrated.(29, 30)
Consequently, tumor vessels have become an important target in cancer therapy with the
development of novel targeted therapies.(31-33) However, these clinical developments appear
to have more challenges to controlling tumor growth such that preclinical studies in small
animals with the evaluation of tumor angiogenesis are required. We postulated that PMP
models could be utilized for testing the efficacy of new antiangiogenic drugs because of the
PMP tumors grow slowly. Because of the associated antitumor effect of the majority of
antiangiogenic agents, testing only the antiangiogenic function, apart from the antitumor
function, is difficult with common cancers. Indeed, the low proliferative profile of PMP
associated with neo-angiogenesis allows for the evaluation of the efficacy of antiangiogenic
drugs without any bias induced by an anti-proliferative effect. PMP is a rare disease, but this
animal model could offer a new possibility to replace the Matrigel test that is usually
proposed. Indeed, bevacizumab induced a significant delay in tumor growth according to our
experiments.

Recent studies have revealed that anti-VEGF therapy may have a limited effect on
tumor vessels,(34-36) highlighting the importance of developing other antiangiogenic
strategies for cancer treatment. Other therapeutic targets may be explored through identifying
cytotoxic drugs that target the atypical cells or disturb the mucinous excretion component of
the tumor cells. Importantly, there is a need to recognize why conventional DNA-damaging
cytotoxic drugs have a limited efficacy in PMP. Indeed, the majority of PMP contains large
amounts of mucin but is paucicellular. Anti-inflammatory drugs, could inhibit extracellular
mucin production in PMP by targeting inflammatory cascades and may increase the disease-
free interval or reduce the extent or frequency of morbid cytoreductive surgeries.(37)

Our study has several limitations. First, in xenograft models, tumor vessel formation
originates from the host mouse. The loss of human stromal cells was reported in a large colon
cancer xenograft panel that was recently published.(38) For this reason, it could be postulated
that some drugs may be ineffective, or less effective, because the drugs are targeted to human
vessels and not to mouse vessels. We did not observe such an occurrence in our models, but
such a situation is theoretically possible. Second, DUS is an operator-dependent technique.
Therefore, sampling of the mean-BFV was repeated five times and averaged to limit intra-
observer variability. Moreover, the investigator performing the DUS was blinded to the
treatment for each mouse. Third, although we demonstrated angiogenesis in PMP, because of
the poor cellularity inside the tumor and the amount of non-vascularized mucinous
component, this angiogenesis does not account for the global increase in blood flow in the
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SMA. However, isolectin microangiography indicated irregular and tortuous neovessels in the
tumor. It is likely that further experimentation with in vivo functional imaging of the tumor
will help to understand the changes in tumor vascularity in terms of permeability and changes
in the size of the vessels.

In conclusion, we established eight reproducible murine models of PMP, which are
very similar to human PMP, particularly regarding the local peritoneal development and the
absence of metastasis. Moreover, the human histological features of the tumor are retained in
the mouse. In this model, we highlighted the role of tumor angiogenesis even for this
paucicellular tumor. The antiangiogenic drug (bevacizumab) has proven benefit with respect
to the reduction of tumor microvessel density as revealed with DUS and the normalization of
the microvessels as well as when this drug is introduced as an adjuvant therapy after
cytoreductive surgery. This promising adjuvant therapy will help to avoid a recurrence of the
disease and the re-accumulation of mucin, which characterizes the failure of surgical
treatments and which is responsible for repeated treatment and increased morbidity.
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FIGURES

" A.A.— Abdominal aorta
L.K.- Left Kidney
I8 R.K. - Right Kidney
; M.- Mesenteric
G.&H. - Gastric & Hepatic
F. - Femur

Figure 1. Representative computed photomicroangiographs performed with a digital X-ray
transducer in a 12—week-old mouse with PMP (A) (A.A., abdominal aorta; L.K., left kidney;
R.K., right kidney; M., superior mesenteric artery; G. and H., gastric and hepatic vessels; F.,
femur). Representative images of neoangiogenesis in PMP after in vivo intra-aortic injection
of IB4 (green fluorescence) in untreated control mice (B). After the 6 weeks bevacizumab
treatment, the tumor vessels appeared more regular, straight and organized (C, D).
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Figure 2. Two-dimensional DUS of the abdomen of a 12-week-old mouse with PMP showing
solid tumor and ascites (A). Anterior longitudinal view of the abdomen crossing the
longitudinal axis of the aorta with the SMA and celiac trunk revealed by color-coded Doppler
ultrasound (B). Representative blood flow velocity (BFV) waveforms recorded in the SMA in
ungrafted (C) and PMP-grafted mice (D); the blue line represents the time-averaged mean-
BFV. Changes in the mean-BFV in the SMA and in the celiac trunk from the time of the
tumor graft to 6 weeks afterward (n=10) (E, F). The mean-BFV remained constant in the

celiac trunk but increased markedly in the SMA (* p<0.05, * * * p<0.001 vs. the beginning
of the recordings just after tumor graft; 11 p<0.05, ¥+1 p<0.001 vs. healthy mice, n=10).
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Figure 3 Kaplan-Meier analysis of survival in intraperitoneal tumor-grafted mice injected
twice a week with bevacizumab (5 mg/kg) compared with mice injected with vehicle (control
mice). First model of PMCA (PMCA-1) (A). Second model of PMCA (PMCA-2) (B). Mice
treated with bevacizumab had a significantly longer survival time than the mice in the control
groups in both models (p<0.001, Hazard ratio = 8.7318 and p<0.001, Hazard ratio = 7.0511
respectively).
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Figure 4. Analysis of serum angiogenesis markers (VEGF, PIGF and TGF-). The expression
levels of VEGF, PIGF and TGF-p were significantly increased in PMP-grafted mice (n=5)

compared with healthy mice (n=5, * x p<0.01, *** p<0.001); the expression levels were
decreased in the PMP-grafted mice that were injected twice a week with bevacizumab (5
mg/kg) (n=5, 1 p<0.01, 1 p<0.001 vs the vehicle group) but remained elevated compared
with the control group (A). Analysis of serum angiogenesis markers (VEGF, PIGF and TGF-
B) in healthy mice (n=5), in PMP-grafted mice treated with cytoreductive surgery and PBS
(n=9) and in grafted mice treated with cytoreductive surgery and bevacizumab injected twice
a week (5 mg/kg, n=11). The expression levels were decreased in the bevacizumab-treated
group (711 p<0.001 vs the vehicle group) but remained elevated compared with the control
group (B).
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Figure 5. Treatment with an antiangiogenic agent (bevacizumab) after cytoreductive
surgery. All of the mice had reached 35-40g before surgery. After resection, the weight
decreased significantly (** p<0.01) in both groups. In the PBS-treated group, the weight
was significantly higher at 4 weeks (** p<0.01) compared to the pre-resection weight,
whereas no significant difference was found in the bevacizumab-treated group (} p<0.05
vs PBS treated mice) (A). In the PBS-treated group, the mean-BFV in the SMA increased
progressively after surgery whereas decreased in the bevacizumab-treated group (**
p<0.01, ¥11 p<0.001 vs PBS-treated mice) (B). In the PBS-treated group, the mean-BFV
in celiac trunk remained stable after surgery whereas decreased at the 4™ week in the
bevacizumab-treated group (1 p<0.05 vs PBS-treated mice) (C).
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1. Histological aspects of PMP tumors (hematoxylin-eosin-safran
staining). Representative disseminated peritoneal adenomucinosis tumors (DPAM) in human
(A) and in mouse (B); both evidenced proliferative mucinous columnar epithelium associated
with little cytologic atypia or mitotic activity. Representative surgical specimen in human (C)
and in the mouse xenograft (D) of peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA-1) with
abundant mucinous epithelium, forming glands and/or signet ring cells, and with severe
cytological atypia and a poorly differentiated architecture.
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Supplementary Figure 2. Pan-cytokeratin (red) (A) and CK20 (green) (B) immunostaining
of the tumor withdrawn from the abdomen of the mouse. Immunostaining confirmed the
human and digestive origin of the tumor in mouse (A, B). DAPI (blue) (C) confirmed the
paucicellular characteristic of this mucinous carcinomatosis. Ki67 (red) (D) immunostaining
confirmed the poor proliferation. CD31 (green) (E), VE-Cadherin (red) (F) immunostaining
and CD31 (green) and VE-Cadherin (red) double immunostaining (G) of the tumor. Highlight
of the vessels within the tumor. Desmin (red), specific to pericytes and VE-Cadherin (green)
double immunostaining (H) of the tumor confirmed the neoangiogenesis in the tumor.
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Supplementary Figure 3. Immunostaining with myeloperoxidase of MUC-2 in patient (A)
and in mouse (B). Immunostaining confirm the high levels cytoplasmic staining of tumor cells
by the antibody anti-MUC - 2 with a large production of mucin by both tumors.
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3.2 Mise au point d’une séquence de diffusion pour les études murines a
1.5T

3.2.1 Evaluation de la variabilité et de la reproductibilité des parameétres
guantitatifs

L’IRM est aujourd’hui un outil de plus en plus indispensable a la fois dans le bilan de la
CP et dans le suivi des patients en raison notamment de tous les parametres fonctionnels
qu’elle apporte. La séquence de de diffusion est probablement la séquence qui permet
d’apporter le plus d’informations fonctionnelles. Elle reflete la cellularité, la nécrose et méme
la micro-perfusion tumorale.

La réalisation d’une séquence d’IRM de diffusion chez la souris est difficile avec un
systeme clinique standard. Cette séquence est souvent sujette aux artéfacts et c’est pourquoi la
plupart des études utilisant de I’IRM fonctionnelle chez le petit animal sont réalisées sur des
aimants de recherche a trés haut champs magnétique (4.7T ou 7T). Toutefois, cela limite
I’application translationnelle en clinique de ces études car elles utilisent des parameétres
d’acquisition, et des durées d’acquisition qui ne sont pas adaptés a la recherche clinique. De

plus les résultats numérigues obtenus manguent de standardisation.

C’est pourquoi, plutot que de travailler a trés haut champs, nous avons décidé
d’utiliser un aimant clinique a 1.5T. La premiére étape a donc été de mettre au point et de
tester une séquence de diffusion performante chez la souris et de veérifier que ses résultats
étaient fiables et reproductibles. Cette séquence a été testée sur deux modeles murins de CP :
un modeéle de CP murine chez la souris immunocompétente et un modéle murin de PMP

humain greffé de fagon orthotopique a la souris nude.

Ce travail est présenté ci-dessous sous la forme d’un article soumis a Radiology
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Nous avons évalué une séquence de diffusion a 1.5T utilisant un pulse de type HASTE
(Half-Fourier Acquisition Single-Shot Turbo Spin-Echo) plutot que le classique EPI (Echo-
Planar Imaging). La séquence de diffusion de type HASTE, bien que lIégérement plus longue
que la séquence EPI en terme de temps d’acquisition, est une séquence clinique couramment
utilisée dans I’imagerie de I’oreille moyenne pour détecter le choléstéatome. Elle a la
particularité d’étre moins sensible aux artéfacts, notamment ceux causés par les milieux
osseux et aériques au niveau de la base du créne. Cela s’explique par le fait que les sequences
single shot de type HASTE sont des séquences en écho de spin, alors que les séquences EPI,
qui sont utilisées le plus fréquemment pour la réalisation d’images pondérées en diffusion,
vont étre acquise avec un premier écho de spin a 180° de part et d’autre duquel sont appliqués
les gradients de diffusion, puis I’image est acquise au cours d’un seul TR avec des impulsions
d’écho de gradient. C’est pourquoi, I’EPI est plus sensible aux artéfacts, en particulier aux

artéfacts de susceptibilité magnétique.

Pour évaluer cette séquence, nous avons utilisé deux modeles murins de CP
différents : un modele de carcinose murine CT-26 injectée en intra-péritonéale chez la souris
immunocompétente BALB/c et un modéle murin de PMP humain greffé de facon
orthotopique a la souris nude.

Dix-neuf souris du modéle murin de carcinose colorectale CT-26 ont eu une IRM de
diffusion avec la séquence HASTE en utilisant 3 valeurs de b (b=0, 200, 800 s/mm?) et les
cartographies ADC ont été calculées. Les valeurs d’ADC ont été mesurées dans 35 nodules de
CP (3,5 par souris). Les valeurs ont été¢ comparées aux valeurs d’ADC de 33 nodules de CP
colorectales chez 13 patients ayant eu une séquence de diffusion classique EPI avec les
mémes valeurs de b. L’acquisition a été répétée chez 15 souris a 48 heures d’intervalle pour
évaluer la reproductibilité. Nous n’avons pas trouvé de différence entre les ADC mesurés
dans les nodules de CP chez les souris et les patients (P=0.43). Les valeurs mesurées dans les
nodules murins correspondent donc a des valeurs cliniques, mesurées chez des patients. La
reproductibilité des valeurs d’ADC était excellente avec un coefficient de variation de 5.0%
[0.3-13.2]. La reproductibilité intra et inter observateur étaient excellente avec un coefficient
de corrélation intra-classe de 0.997 (0.992-0.999) et de 0.967 (0.918-0.987) respectivement.
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Dans 1’autre set expérimental, 20 souris nude du mod¢le le modéle murin de PMP ont
eu une IRM de diffusion avec la séquence HASTE en utilisant 12 valeurs de b (b=0, 10, 20,
30, 40, 50, 80, 100, 200, 400, 600, 800 s/mm?) et les cartographies ADC, ainsi que des
parametres IVIM (D, D* et f) ont été extraites avec un script développé sous Matlab®. Ces
parametres ont été comparés a ceux obtenus chez 14 patients avec PMP ayant eu une
séquence de diffusion classique EPI avec 3 valeurs de b (b=0, 200, 800 s/mm?). L’acquisition
a eté répétée chez 9 souris & 48 heures d’intervalle pour évaluer la reproductibilité. Nous
n’avons pas trouvé de différence entre les ADC, ni les fractions de perfusion mesurés dans le
PMP murin et le PMP humain (P=0.23 et 0.17). Toutefois, la valeur du coefficient de
diffusion pure D était plus basse chez le souris que les patients (P<0.001). La reproductibilité
des valeurs d’ADC, D, D* et f ¢était excellente avec un coefficient de variation compris entre
3.3 et 5.5). La reproductibilité intra et inter observateur étaient excellente pour tous les
parameétres excepté D* pour lequel le coefficient de corrélation intra-classe était de 0.541
(0.130-0.790).

Nos résultats montrent que la séquence de diffusion de type HASTE, est trés fiable
pour évaluer les parametres de diffusion chez la souris avec un équipement IRM clinique de
1.5 Tesla. En particulier, cette séquence a montré une grande robustesse en termes de
reproductibilité pour 1’évaluation des paramétres de microcirculation tumorale, tels que le
coefficient de diffusion liée a la perfusion (D*) ou la fraction de perfusion. Ces parametres

sont habituellement bien moins reproductibles en particulier avec des séquences de type EPI.
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Diffusion-weighted imaging and intra-voxel incoherent motion (IVIM) in murine models
of peritoneal carcinomatosis with a clinical 1.5T MR scanner

Purpose:

To evaluate a diffusion-weighted MR imaging (DWI) sequence, which allows calculating a
reproducible apparent diffusion coefficient (ADC) and extract intra-voxel incoherent motion
(IVIM) derived parameters in two murine models of peritoneal carcinomatosis (PC) with a
standard 1.5T clinical equipment.

Methods:

Ethics committee approved this study. In set-1, 19 Balb-C mice with PC from colorectal
origin had HASTE-DW!I (b=0,200,800s/mm?). ADC values of PC nodules were compared to
those of PC nodules in 13 patients. In set-2, 20 nude mice with pseudomyxoma peritonei
(PMP) had HASTE-DWI (b=0,10,20,30,40,50,80,100,200,400,600,800s/mm?). ADC and
IVIM-derived parameter values were compared to those of PMP in 14 patients. Test-retest,
intra- and inter-observer reproducibility were evaluated for both sets by measuring the
coefficient of variation (CV), limits-of-agreements, and intra-class correlation coefficients
(IcC).

Results:

ADC values were not different between mice and humans in PC nodules in set-1 (P=0.43) nor
in PMP tumor in set-2 (2.730vs2.687x10°mm?s,P=0.23). D-value was lower in mice
compared to patients (2.326vs2.937x10 mm?/s,P<0.001), but perfusion fraction values were
not different (P=0.17). There were no differences between values obtained at test-retest for
ADC in Set-1 and Set-2 (P=0.57 and 0.36), nor in D, D* and f (P=0.35, 0.87 and 0.72,
respectively). The CVs ranged from 0.3 to 15.7 and was 4.2 for D*. Intra- and inter-observer
agreements were excellent for all measures except for D* (ICC=0.541).

Conclusion:

HASTE-DW!I in mice with PC allows performing ADC measurements and 1\VVIM analyses on
a clinical system with a high reproducibility of f and D*.

Index terms: Diffusion weighted imaging; intra-voxel incoherent motion, murine model;
peritoneal carcinomatosis; pseudomyxoma peritonei
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Diffusion-weighted imaging and intra-voxel incoherent motion (1VIM) in murine models
of peritoneal carcinomatosis with a clinical 1.5T MR scanner

INTRODUCTION

Magnetic resonance (MR) imaging is now an important tool for the initial diagnosis
and further treatment monitoring of a wide range of tumors (1, 2). Improvement in the
understanding of oncologic pathway regulations has led to the development of new targeted
molecules and biotherapies (3). Because of the large number of candidate molecules, the use
of animal models has become mandatory in the evaluation of new treatments (4).

Several studies have shown that conventional MR clinical scanners (1.5T and 3T)
allow performing morphological evaluation of small rodents (5, 6). Perfusion imaging has
also been investigated with clinical MR and computed tomography scanners (7-9). However,
the application of diffusion-weighted imaging (DWI) in rodent with clinical MR scanners
remains challenging. The main limitations of DWI are the need of a high signal-to-noise ratio
and conventional DWI is often altered by multiple artifacts when using small fields of views
(FOV) (10).

The increasing number of publications about DWI reflects the pivotal role of DWI for
detecting diseases and monitoring during treatment. DWI provides functional information that
includes cellular, micro-perfusion, vasculature and architecture of tissues (11). DWI has
demonstrated clinical relevance for the detection of tumors, ischemic or inflammatory disease
while some studies suggest that apparent diffusion coefficient (ADC) calculation or intra-
voxel incoherent motion (IVIM) derived parameters may be used as a quantitative biomarker,
which might allow the longitudinal follow-up in pathological processes, necrosis, fibrosis,
cellularity and perfusion (12, 13).

Some authors have suggested that IVIM derived parameters may improve the
characterization of tissue microarchitecture as it provides an evaluation of pure diffusion (D)
and a non-invasive information about perfusion through the related pseudo-diffusion
coefficient (D*) and the perfusion fraction (f) which may be correlated to angiogenesis in
tumors (14, 15). However, most of studies about IVIM parameters lack standardization (10,
16, 17).

Myriad studies about longitudinal follow-up of treatments are now available, but the
lack of standardization of protocols remains an issue. Moreover, most of the research about
DWI in rodent uses preclinical high field systems (4.7T or 7T). Recent studies suggest that the
measures obtained with those systems are quite reproducible, especially when considering
measurement of ADC (18). However, the use of high filed systems limits the translational
applicability of these results to human studies (10). The sequence pulses used with these
research devices lack standardization and clinical validation. In the contrary, clinical systems
are widespread, available and clinical sequence pulses are robust and strongly validated.

Echo planar imaging (EPI)-based techniques are the most common for DWI in
humans. EPI-diffusion pulse sequence is very sensitive to artifacts and requires a high signal
to noise ratio to obtain accurate images, which is difficult to achieve accurately in small
rodents. Geometric distortions secondary to susceptibility artifacts are frequent (19, 20). Half-
Fourier acquisition single-shot turbo spin-echo (HASTE) DWI pulse is a largely used
sequence in imaging of the middle ear and the mastoid process. This pulse is more robust to
decrease the artifacts, especially in the area of mastoids (21).
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The aim of our study was to evaluate the feasibility, the reproducibility and the ability
of HASTE-DWI performed at 1.5T to evaluate functional parameters such as ADC and IVIM
derived parameters in two murine models of peritoneal carcinomatosis (PC).

MATERIAL AND METHODS:
Mice

All experimental protocols met all the standards required by the European community
guidelines for the care and use of laboratory animals. Ethics committee of our institution
approved this study. We used 2 different murine models of PC: firstly (Set-1 of
experiments), 20 BALB/c mice with PC obtained after intra-peritoneal injection using a 27-
gauge needle of 2.5x10° CT-26 murine colorectal cancer cells obtained from Weizmann
Institute of Science, Rehovot, Israel. For the second murine model of PC (Set-2 of
experiments), 20 five-week-old female athymic Swiss nude mice were orthotopically grafted
with fresh tumor tissue of pseudomyxoma peritonei (PMP) originating from the one single
mouse model of high grade PMP as previously described (22). Surgical procedures were
performed under general anesthesia with a mixture of 80 mg/kg ketamine and 16 mg/kg
xylazine delivered intraperitoneally (i.p.)(Virbac, Carros, France).

Human control group

After institutional review board approval, two human control groups were constituted
retrospectively. To be included, patients should have had an MR examination with DWI
(Magnetom Avanto®, VB15 software version, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany, 1.5T,
b=0, 200 and 800 s/mm?) the day before surgery and lesions visible on DWI measuring more
than 5 mm to allow calculation of ADC. The DWI consisted in a classical EPI-DWI pulse
sequence used in routine (table 1). The first group constituted of 13 patients with surgically
and pathologically proven PC from colorectal origin (Set-1). The second group constituted of
14 patients with surgical and pathological proven PMP (Set-2).

MRI protocol in mice

All MR examinations were performed with the same protocol, using a 1.5-T clinical MR unit
(Magnetom Avanto®, VB15 software version, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) with
12 receiver channels. All MRI acquisitions in mice were performed under general anesthesia
with a mixture of 80 mg/kg ketamine and 16 mg/kg xylazine delivered i.p. (Virbac, Carros,
France). Twenty one days after injection of tumor cells for Set-1 and 4 weeks after graft for
Set-2, mice were placed in a clinical wrist coil and all sequences were acquired in the coronal
plane. For the BALB/C murine colorectal PC model, the protocol included a morphological
T2-weighted turbo spine echo (TSE) sequence and HASTE-DWI with b=0, 200 and 800
s/mm? (table 1). For the PMP murine model, the protocol included a morphological T2-
weighted TSE sequence and HASTE-DWI with 12 b-values (b=0, 10, 20, 30, 40, 50, 80, 100,
200, 400, 600, 800 s/mm?). For Test-Retest evaluation of reproducibility of measures, 15
BALB/C colorectal PC-model mice (Set-1) and 9 PMP mice (Set-2) were scanned twice after
an interval of 2 days.

Post-processing of acquired images
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For Set-1, ADC maps were calculated for mice and patients with the vendor software
performing a mono-exponential algorithm (Leonardo workstation, VB15 software version,
Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). Three b-values were used for this mono-
exponential fitting algorithm (b=0, 200, 1000 s/mm? in humans and b=0, 200, 800 s/mm? in
mice).

For Set-2, in PMP mice, mono and bi-exponential analyses for calculation of ADC and
IVIM derived parameters maps were perfromed using in-house script programmed in Matlab®
(v. R2016a, The MathWorks Inc, Natick, MA, USA) with nonlinear least-squares fitting
based on the Levenberg-Marquardt Method. Post-processing, the mean signal intensity (SI) of
DWI was fitted to the IVIM equation, which models the SI decay with increasing b values as
a perfusion related pseudo-diffusion coefficient (D* or ADCfast, mm?2/s), a perfusion fraction
(f, %), and a true or pure diffusion coefficient (D or ADCslow, mm?/s):

S=So[(1—f).e7?P + f.e7>

Where S is the signal intensity at an arbitrary b value, Sy is the Sl in the absence of diffusion
weighting (b=0 s/mm?). For PMP patients, ADC, D and perfusion fraction maps were
extracted according to Koh et al. using an in-house developed script programmed in Matlab®
(23, 24). D* was not estimated because of the lack of sufficient number of low b-values
acquisitions.

Image evaluation

To assess repeatability of ADC and IVIM derived parameter measurements, measures were
done on test and retest set acquired at 48h interval, in 15 BALB/C colorectal PC-model mice
(Set-1) and 9 PMP mice (Set-2). In order to assess inter-observer reproducibility, measures of
all mice on the post-processed images were repeated by two independent observers blinded
from the results from each other. One reader repeated all the measurements 6 months later to
assess intra-observer reproducibility and to avoid recall bias. In Set-1, key images with arrows
were used to report the same PC nodules in human control group and in mice among
evaluations. Only lesions measuring more than 5 mm in maximum diameter in human control
group and more than 3 mm in main diameter in mice were measured. All ADC maps and
IVIM derived parameters maps (D, D*, f) were loaded as Dicom in ImageJ software (NIH,
Bethesda, MD, USA). ADC values were measured in each PC nodule using a circular region
of interest (ROI) including the maximum area of each nodule in human control group and in
Set-1 mice. In PMP mice, the ROI was drawn manually to segment the whole tumor and in
patients, an ellipsoidal ROI was drawn in the most tissue zone avoiding ascites. Finally, both
readers reported independently the presence of geometric deformations or susceptibility
artifacts using a 3 points scale (0=no artifact, 1=discrete, 2=severe).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS software version 20.0.02 (IBM inc.,
Armonk, NY, USA) and GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA). All
analyses were done on a per lesion basis. Descriptive statistics were calculated for all
numerical data and reported as means, medians, first quartiles (Q1), third quartiles (Q3) and
ranges. Test-Retest, intra and inter-observer reproducibility were assessed by calculating; the
mean difference, the 95% Bland-Altman limits of agreement normalized to the averaged value
of two scans to yield a relative value in percent, coefficient of variation (CV) and the
intraclass correlation coefficient using the two-way random single measures method. Bland-
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Altman plots were used to determine whether the difference was influenced by the magnitude
of the measurements [27, 28]. Intra and inter-observers differences in parameter distributions
were analyzed using a paired t-test. We defined parameter reproducibility as excellent when
CV was <10%, good when CV was between 10-20%, acceptable when CV was between 20—
30%, and poor when CV was >30%. Distribution of ADC between mice and humans in Set-1
and distribution of ADC, D, and f between PMP mice and humans in Set-2 were compared
with non-parametric Mann-Whitney test. Significance was set at a P value < .05.

RESULTS

Considering Set-1, all mice 1 had PC nodules visible on T2-WI ranging from 3.3 to 12.6 mm
(Fig. 1). A total of 35 PC nodules were analyzed (3.5 nodule per mouse) and compared to 33
nodules in 13 patients (2.5 nodule per patient) ranging from 5.2 to 39.2 mm (P<0.0001)
(Table 2). The ADC values were not different between mice and humans PC nodules
(1.053+0.316 vs 1.128+0.293 x 10 mm?/s, P=0.43) (Fig. 2).

Considering Set-2, one mouse was excluded from analyses because of motion artifacts. In the
remaining 19 PMP mice, the median area of contoured tumor was 9.88 mm? in mice and 932
mm? in PMP patients (P<0.0001) (Fig. 3). The mean ADC was not different between human
and PMP tumors (2.730+0.453 vs 2.687+0.394 x 10~ mm?/s, P=0.23). D value was lower in
mice compared to patients (2.326+0.319 vs 2.937+0.299 x 10~ mm?*/s, P<0.001), but f values
of perfusion fraction were not different (21.9+16.8% vs 33.4+£2.0%, P=0.17).R

Test-retest reproducibility

There were no differences between values obtained at test-retest for ADC in Set-1 (P=0.57,
Table 3). In Set-2, ADC, D, D* and f did show neither differences between test and retest
(P=0.36, 0.35, 0.87 and 0.72, respectively) (Table 3). Test-retest reproducibility was excellent
for all parameters with the coefficient of variation (CV) ranging from 0.3 to 15.7 for ADCs
and IVIM derived parameters (Table 3). The CV of D* was 4.2 [range: 1.1-7.9] and the CV of
fwas 3.3 [range: 0.7-7.4] with no difference between test and retest values (P=0.87 and 0.72
respectively)

Intra-observer agreement

Agreements between ADC values and IVIM derived parameters obtained in mice and humans
measured by the same investigator at 6 months interval showed a high ICC ranging from 0.91
to 1.0 and low biases (Table 4).

Inter-observer agreement

Agreements between ADC values and IVIM derived parameters obtained in mice and humans
measured by the two investigators showed a high ICC for ADC, D, and f ranging from 0.967
to 0.99 and low biases (Table 4). The inter-observer agreement was lower for the evaluation
of D* with an ICC of 0.541 indicating a fair agreement.

Artifacts

The two investigators did not report any geometric distortions secondary to susceptibility
artifacts on HASTE-DWI. In one mouse of Set-2, moved during IVIM acquisition and was
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excluded from analyses. A mild to moderate amount of ascites was reported in 6 mice of Set-
1, but no artifacts related to ascites was observed. No ascites was reported in the mice of Set-
2.

DISCUSSION

Our study shows that DWI is a feasible and reproducible technique using clinical MR
scanners with a HASTE pulse sequence. ADC calculations, as well as acquisition with several
low b-values are feasible, and parametric IVIM map can be processed and analyzed.

Reliable evaluation of functional parameters such as ADC or IVIM derived parameters
is critical for comparative or longitudinal follow-up of rodent with functional imaging. The
HASTE-DW!I pulse achieved an excellent reproducibility and reliability with high ICCs for
intra- and inter-observer agreements. Verhappen et al. compared the reproducibility of EPI-
DWI to HASTE-DWI in head and neck cancer in 12 patients and found a superior inter-
observer agreement for HASTE-DWI compared to EPI-DW!I (25). They also found the same
result as our study concerning susceptibility artifacts which were significantly decreased with
HASTE-DWI compared to EPI-DWI in head and neck; where such artifacts are frequent
because of the presence of air, bones and exogenous metal such as dental prostheses (26).
Moreover, such artifacts may impair the quantitative evaluation of ADC or IVIM derived
parameters and thus make unreliable any quantification of tumor microcirculation (27).

In our study, ROIs were copied and pasted from the T2-WI images where all lesions
were easily visible. PC nodules had intermediate signal intensity on T2-WI, which makes the
differentiation between bowel and tumors easy. PMP shows high signal intensity on T2-WI.
Hence, the placement of the ROIs in the lesions was easy because of the excellent visibility of
the target lesions which might explain the excellent intra- and inter-observer agreements.

New biotherapies usually induce changes in texture, necrosis and vascular patterns of
lesions before showing any change in size (28). These drugs target the vasculature of tumors
so that the decrease in size of the lesions is often delayed. Hence, evaluation of early
therapeutic effects of biotherapies in mice has become a hot topic of research and new
biomarkers such as DWI and IVIM derived parameters are under evaluation (29). Biomarkers
allowing to monitor the effect of those new expensive therapies have not been determined yet,
but DWI and IVIM derived parameters are very promising candidates (30-32). The issue of
reproducibility and reliability of these parameters is critical for these studies. High inter and
intra-observer agreement is paramount before a quantitative technique might be used
routinely. However, most of studies are done with a very high magnetic field magnet (4.7 or
7T) with dedicated MR scanners which are very powerful to test new hypotheses, but limit the
translational clinical implications of the findings (33, 34). In our study, we used the same
magnet for humans and mice with the same diseases and showed similar values of ADC in
two peritoneal diseases. Moreover, we found IVIM-derived parameters values in the same
range than those observed in patients. Our results suggest that the use of HASTE-DWI with a
clinical magnet might be used in rodent for longitudinal monitoring studies and that the
results might be easily transposed to patients in a translational way.

Several studies have already evaluated the suitably of clinical 1.5- and 3-T MR
scanners to obtain images in rodents and tried to assess response to chemotherapies with
functional imaging such as DWI (14, 29, 32, 35, 36). Cui et al. have monitored the response to
a new anti-angiogenic agent using DWI and IVIM with a 3 Tesla clinical scanner and using a
classical EPI sequence pulse (29). They found a good correlation between decrease in
perfusion fraction (f), decrease in perfusion related pseudo-diffusion coefficient (D*) and
increase in true diffusion coefficient (D) and ADC early only 1 day after beginning the
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treatment. However, their results showed a significant variability with a moderate
reproducibility with CVs above 20% for D* and f. The main advantage of the HASTE DWI is
the extremely low CV for D* and f (4.2 and 3.3 respectively) lower than CV published in
human studies (ref BT). While the presumed high variability of these parameters has limited
their use has biomarkers of angiogenesis, we assume that the high robustness and
reproducibility of HASTE DWI might overcome this classical limitation.

Moreover, all the studies using a clinical magnet investigated subcutaneous inserted
xenografts to obtain a tumor large enough to be imaged. Cui et al. xenografts ranged from 200
mm? to 500 mm?® which corresponds to a big tumor for a mouse and that could represent an
ethical issue. Moreover, subcutaneous tumors do not have the same microenvironment of the
original human tumor which is a strong limit to extrapolate the results to humans (37). In our
study, we imaged orthotopic models of PC from CRC origin and an orthotopic model of PMP.
The diameter of the PC nodules was as small as 3.3 mm (i.e. 19 mm?®). EPI-DWI is feasible
for big subcutaneous lesions in mice, but has never been investigated in orthotopic models of
abdominal tumors. The HASTE DWI allows such an evaluation of in situ small tumors which
might a major advantage in a translational point of view.

One of the main limitations for the use of DWI as a biomarker in clinical practice is its
lack of reproducibility. This is particularly true for perfusions related coefficients (D* and f),
especially in hypovascular diseases and not only in animal models but also in patients (38,
39). Hence, the robustness of acquisition in term of image artifacts is a critical issue, and the
use of similar platform for preclinical and clinical studies is a promising way for translational
research to ensure consistency in image contrast (10).

Our study is the first to compare results from DWI and IVIM in murine model with
those of patients with the same disease using the same platform. We investigated orthotopic
murine models, which reproduce biological, pathological and imaging features of human
disease (22). We found with the same disease similar values in mice and humans, which
suggests that the method is robust and promising for future translational studies. We used two
different models of PC: the PC nodules originating from CT-26 murine cells is a classical
model which has a high density of tumor cells which mimics human solid tumors such as PC
from CRC origin. PMP model is less classical but has been demonstrated to express
angiogenesis markers. That is why we assumed that is was a good model for evaluated IVIM
parameters. The murine model of PMP was mostly solid as no ascites was observed in our
model. In human PMP, ascites is frequent and tumor is heterogeneous, possibly explaining
why perfusion fraction variability was higher in humans than in mice.

Our study has several limitations. First we performed only a single thick slice
evaluation for IVIM acquisition. It was technically feasible to obtain several slices as thin as
1.5 mm. However, we favored the single slice acquisition with a thick slice, because we
assumed that a slice containing the whole tumor would allow performing a more global
evaluation of the whole tumor vascularity. Moreover, the PMP tumor grafts were all larger
than 15 mm in diameter and we assumed that the signal in the slice was almost completely
related to the tumor. Secondly, some authors have reported a third compartment,
corresponding to ultra-fast diffusion (40). However, this technique require triexponentiail
modeling of the decay of the signal with several very low b-values (<15s/mm?) that were not
available on our clinical scanner. . However, we used an already validated clinical MR
sequence which is used in our head and neck protocol in everyday practice. Moreover, we
found similar results in mice and human using the same scanner suggesting that our results are
robust.

In conclusion, the images obtained with a HASTE-DWI pulse sequence in mice
achieved a good quality that was sufficient to perform ADC and IVIM analyses on a standard
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clinical system with relevant quantitative results. This pulse could allow the widespread use
of diffusion imaging in rodents and make research easier with 1\VIM parameters.
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Table 1. Imaging parameters used in patients and mice.

Section

T(Rnﬁ -SI-)E ETL (Fm?n\é) Matrix thickness Vc();erlng;ze Nex
(mm)
Mice
T2-TSE 2570/77 9 60x120 224x448 15 0.268x0.268x1.5 8
HS\SNTIE' 1500/125 256 50x126  76x192 9 0.662x0.662x12 32
Patients
EPI-DWI 6000/91 1  380x380 192x182 5 1.98x1.98x5 4

Notes. TSE indicates Turbo spin echo; HASTE indicates Half-Fourier acquisition single-shot
turbo spin-echo; DWI indicates diffusion weighted imaging; TR indicates repetition time; TE
indicates time of excitation; ETL indicates echo train length; FOV indicates field of view; EPI
indicates echo-planar imaging; Nex indicates number of excitations.
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Table 2. Comparison of PC nodules and PMP tissue in human and in mice

Humans (n=13) Mice (n=20) P-value
PC nodules (n) 33 35
PC nodules size (mm):
Median + SD 15.6+9.9 6.6+2.3 < 0.0001
Q1, Q2 9.9,27.8 54,82
Min, max 5.2,39.2 3.3,12.6
PC nodules ADC (x10° mm?/s):
Median = SD 1.053+0.316 1.128+0.293 0.43
Q1, Q2 0.937, 1.267 0.971, 1.337
Min, max 0.456, 1.815 0.605, 1.774
Humans (n=14) Mice (n=19) P value
PMP ROI size (mm3):
Median + SD 93241297 9.88+0.58 < 0.0001
Q1, Q2 365, 1708 9.34,10.10
Min, max 125, 4622 8.50, 10.51
PMP tissue ADC (x10° mm?/s):
Median + SD 2.687+0.394 2.730+0.453 0.23
Q1, Q2 2.472,2.777 2.603, 3.248
Min, max 2.038, 3.431 2.234,3.761
PMP tissue D (x10° mm?/s):
Median +SD 2.326+0.319 2.937+0.299 <0.001
Q1, Q2 2.118, 2.667 2.698, 3.041
Min, max 2.012, 2.885 2.436, 3.560
PMP tissue f (%):
Median + SD 21.9+16.8 33.4+2.0 0.17
Q1, Q2 13.8,45,4 31.5, 34.1
Min, max 11.6,54.3 28.7,35.5
Notes. SD indicates standard deviation. Variables in bold are statistically significant

(P<0.05).
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Table 3. Test-retest reproducibility of ADC and IVIM derived parameters

Set-1 (n=15) Set-2 (n=9)
ADC ADC D D* f

(x10°mm2/s) | (x10°mm%s)  (x 10°mm%s)  (x 10 mm?s) (%)
Test 1.101+0.368 | 2.820+0.360 2.970+0.380 34.67+1.52  32.52+2.06
Retest 1.092+0.360 | 2.730+0.420 2.92040.400 34.53+2.95 32.23+1.34
p* 0.57 0.36 0.35 0.87 0.72
(04V 5.0 53 55 4.2 3.3
(range) (0.3-132) | (15-13.7) (15-157)  (L.1-7.9) (0.7-7.4)
Limits of -13.24-14.62 | -18.2-25.9 -8.1-11.4 -13.4-14.7 -13.2-14.8
agreement

Notes. 15 mice had repeated scans in Set-1 with calculation of ADC in PC nodules and 9 mice
had repeated scan in set-2 with evaluation of IVIM derived parameters in murine PMP
tumors.

Mean/range of coefficient of variation (CV in %) and Bland-Altman limits of agreements (%)
are shown.

*Paired t-test, bolded when significant (P<0.05).

D: pure diffusion coefficient (x10™° mmz/s), D*: perfusion related pseudo-diffusion coefficient
(x10® mm?/s), F: perfusion fraction (%), ADC : Apparent Diffusion Coefficient (10" mm2/s)
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Table 4. Intra and inter-observer agreement for IVIM derived parameters and ADC
measurement

IVIM derived parameters it 92:;‘;;';2}';? ICC' (95% Cl)
Intra-observer agreement
Set 1 ADC (x10° mm?/s) 00330107  -0.177100.242  0.939 (0.882-0.969)
Set? ADC (107 mmaie) 002240077 0.12810 0473 0,997 (0.992.0.999)

D (x10® mma/s)  0.003:0.029  -0.055t00.061  0.999 (0.999-1.000)
D* (x10® mm2/s)  2.983+3.504  -3.884109.851  0.911 (0.802-0.962)
f(%) 00360132 -0.222t00.294  1.000 (1.000-1.000)
Inter-observer agreement
Set 1 ADC (x10°mm#/s)  0.118+#0.106  -0.089t00.326  0.930 (0.865-0.964)

Set 2 ADC (x10¥mm2/s)  0.035£0.116  -0.193100.262  0.967 (0.918-0.987)
D (x10° mm2/s)  0.005:0.045  -0.082t00.092  0.990 (0.974-0.996)

D* (x10° mm2/s)  4.786£5.731  -6.4471016.02  0.541 (0.130-0.790)

f(%) 0.055+0.186  -0.309t00.419  0.996 (0.990-0.999)

Notes. TICC indicates intraclass correlation coefficient calculated according to the “two-way random single
measures” method (ICC = 1.0-0.81 indicates excellent agreement; 0.80-0.61 good; 0.60-0.41 moderate; 0.40—
0.21 fair and 0.20—0.00 poor agreement).
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Figure 1. A. T2-weighted turbo spin echo MR image in the coronal plane shows nodule of
peritoneal carcinomatosis in colorectal PC model (Set-1)(arrow). B. HASTE-DWI in the
coronal plane (b=200 s/mm?) shows the nodules with signal decay. C. ADC map obtained
from mono-exponential fit shows the PC nodules with a low signal indicating a low ADC

value.
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Figure 2. Box plot diagram shows the distribution of ADC values in PC nodules among mice
and humans (P=0.43).
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Figure 3. IVIM acquisition, HASTE-DWI in the coronal plane with 12 b-values: b=0, 10, 20,
30, 40, 50, 80, 100, 200, 400, 600, 800 s/mm?) in PMP model (Set-2). The intraperitoneal
PMP tumor (arrow) shows a decay of the signal according to the bi-exponential IVIM model.
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Figure 4. Test-retest reproducibility: Bland—Altman plots show agreement for ADC in Set-1
(A), and for ADC, D, D* and f in Set-2 (B, C, D, E).
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3.2.2 Application traitement anti-angiogénique dans le modéle murin de
PMP

Dans un second temps, aprés avoir évalué la fiabilité et la reproductibilit¢ des
parametres d’IVIM mesurés avec la séquence de diffusion de type HASTE a 1.5T, nous avons
voulu appliquer cette méthodologie dans le suivi des modéle de PMP sous traitement anti-
angiogénique. L’échographie Doppler nous a permis de suivre la macro-vascularisation au
sein de l’artére mésentérique supérieure (AMS) alimentant la tumeur et de montrer une
corrélation entre les flux au sein de ’AMS et le développement ou ’involution tumorale.
L’objectif de cette expérience était de suivre 1’évolution des parametres microcirculatoires
obtenus en IRM de diffusion par la méthode IVIM au sein de la tumeur et de les corréler a la
réponse au traitement anti-angiogénique en termes de volume tumoral, densit¢é micro-

vasculaire tumorale et marqueurs sériques angiogéniques.

3.2.2.1 Protocole expérimental :

Nous avons constitu¢ 2 groupes de 10 souris chacun chez lesquelles a été greffé la
méme tumeur issue d’un modéle PMP de haut grade. Six semaines apres la greffe
intrapéritonéale (Figure 22), un groupe a été traité par sorafénib par gavage quotidien (60

mg/kg/jour) et le groupe témoin a été traité par gavage quotidien de sérum physiologique.

A B

Figure 22. A. Prélevements humains de PMP de haut grade découpés en petit morceaux. B.
greffe intra-péritonéale de PMP. C. sacrifice de la souris a 3 semaines. Le mode¢le reproduit le

développement naturel de la maladie.
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Les souris ont toutes eu un examen d’IRM (Siemens, Avanto 1.5 T) initial, 1 semaine et 3
semaines apres le début du traitement. Le protocole d’IRM comportait une séquence de
diffusion de type HASTE avec 12 valeurs de » (b=0, 10, 20, 30, 40, 50, 80, 100, 200, 400,
600, 800 s/mm?) et une séquence coronale en pondération T2 TSE comportant des coupes
jointives de 1.5 mm d’épaisseur (TR/TE=2570/77 ms ; matrice : 448x224) (Figure 23).

Figure 23. Acquisition coronale pondérée en T2 TSE. Coupes de 1.5 mm jointives permettant
une évaluation volumétrique du PMP.

A 3 semaines, les souris ont €té sacrifiées. La tumeur a été fixée dans I’OCT (Optimal Cutting
Temperature) et congelée. Puis, la tumeur était découpée au cryotome en coupes de 5 um et
incubées avec des anticorps issus de lapins, dirigés contre le CD31 (1/50) (BD Pharmingen,
Le Pont-de-Claix, France), puis avec un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome. Les
images ont été acquises avec un microscope a fluorescence. La densité micro-vasculaire
(DMV) a été évaluée par la technique des « hots spots » en calculant le nombre de pixels
fluorescents par champ de visualisation en utilisant le logiciel ImageJ® (NIH, Bethesda, MD,
USA) (Figure 24).
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Figure 24. Immunomarquage au CD31 (grossissement x 20 au microscope a fluorescence).

Les marqueurs sériques de 1’angiogenése (VEGF, PIGF, et TGF-B) ont été dosés dans le sang

des souris au sacrifice par la méthode ELISA.

3.2.2.2  Analyse des images :

Le plus grand diameétre et le volume tumoral ont été évalués a chacun des points de suivi sur
les images pondérées en T2 TSE avec le logiciel Directview (11.3 spl version, Carestream
Health Inc, Rochester, NY, USA) aprés segmentation manuelle.

Les cartographies IVIM des parametres D, D* et f ont été générées avec un script
d’ajustement développé sous Matlab® (v. R2016a, The MathWorks Inc, Natick, MA, USA)
par la technique des moindres carrés basé sur 1’algorithme de Levenberg-Marquardt (figure
25). Les mesures ont été faites avec le logiciel ImageJ® sur les images de cartographie D, D*

et f par segmentation manuelle de la tumeur et extraction de la valeur moyenne.
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Figure 25. Post traitement des images de diffusion avec le script d’ajustement développé sous
Matlab® permettant d’extraire des cartographies D, D* et .

3.2.2.3 Résultats :

Les données a JO n’ont pas été exploitables pour une souris du groupe contréle en raison
d’artéfacts de mouvements. Une souris dans chacun des groupes est décédée entre J7 et J21. A
JO, il n’y avait pas de différence entre les 2 groupes pour les valeurs de D, D* et f (tableau 1).
A J7, on observait une augmentation non significative de D dans les deux groupes. D* et f
étaient stables entre J7 et JO avec une diminution non significative f dans le groupe traité par
sorafénib. A J21, la valeur de f et de D* était inférieure dans le groupe traité. Il n’y avait pas

de différence significative entre les 2 groupes concernant le D (figure 26).

J7vs JO J21 vs J7
Jo J7 p= J21 p—

D Controle  2,85+0,34  2,91+0,10 0.656  2,94+0,12 0.561

(.10'3 mm?/s) Sorafénib 2,84+0,20  2,99+0,32 0.245 2,90+0,31 0.574
P 0,931 0,481 0,672

D* Controle 34,66+1,52 34,52+295  0.901  35,54+1,05 0.370

(.10'3 mm?/s) Sorafénib 34,84+1,99 33,41+490 0.402 33,42+2,35 0.993
P 0,829 0,562 0,033

f Controle 32,5+2,1 32,2+1,3 0.728 32,2+1.4 0.969

(%) Sorafénib  32,8+2,0 30,6+3,1 0.080 26,9+2.9 0.018
P 0,706 0,191 0,004
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Tableau 1. Valeurs moyennes de D, D* et f au cours du suivi. Comparaison entre les groupes
réalisée avec le test t de Student. Le gras indique les valeurs significatives.

(x 103 mm?/s) (x 10 mm7s)
P=0.829 P=0.562 P=0.033

36,000 =0.931 P=0.481 P=0.672
3,050

35,500

35,000 3,000

34,500 - —— - 2,950

34,000 - 2,900 -

33,500 -~
2,850 .

33,000 -

32,500 -+ 2,800 -

32,000 - : 2,750 -

Jo 17 J21 JO 17 121
D* D
% P=0.397 P=0.191 P=0.004

M Souris contréles

M Souris traitées

Jo 7 J21

f

Figure 26. Diagrammes de 1’évolution des parametres IVIM dans les 2 groupes au cours du
temps.

En immunofluorescence, la densité micro-vasculaire a J21 était plus élevée chez les souris

témoins que chez les souris traitées (1.59+0.73 vs. 0.68+0.45 u.a., P=0.0005) (Figure 27)
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Figure 27. Boite a moustache représentant la densit¢ micro-vasculaire a J21. Elle était
inférieure chez les souris traitées que chez les souris témoins (1.59+0.73 vs. 0.68+0.45 u.a.,
P=0.0005).

Les taux sanguins des marqueurs sériques de 1’angiogenése étaient trés significativement
inférieurs chez les souris traitées (figure 28).

300

M Souris controles

(ng/L)

M Souris traitées

VEGF PIGF TGFbeta

Figure 28. Analyse des marqueurs sériques de 1’angiogen¢ése (VEGF, PIGF et TGF-B). Le
niveau d’expression de VEGF, PIGF et TGF-f étaient significativement diminués chez les
souris traitées par sorafénib (** P<0.01, #** P<0.001 souris traitées vs souris témoins, test t
de Student)
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Le volume tumoral ainsi que la mesure du plus grand diametre de la tumeur sur les images
pondérées en T2-TSE n’était pas significativement différent entre les deux groupes au cours
du suivi (figure 29).

RECIST
cm7 P=0,38 P=0,25 P=0,08

6

5

4 -

E) M Souris témoins

2

1 B Souris traitées par

A o Sorafénib
J0 18 21
cm3 Volume
5
P=0,72 P=0,96 P=0,07
4 T
3
5 M Souris témoins
L — . .
M Souris traitées par
B o Sorafénib
JO 18 J21

Figure 29. Evolution du volume tumoral et du plus grand diamétre de la tumeur (critére
RECIST) au cours du suivi. La différence n’atteignait pas la significativité, y compris a J21.

3.2.2.4 Conclusion :

Dans cette expérience, nous avons pu suivre les paramétres IVIM dans le modéle
murin de PMP. Nous avons ainsi montré chez les souris traitées par anti-angiogéniques une
décroissance de f de D*, de la densité micro-vasculaire au sein de la tumeur et des marqueurs
sériques de I’angiogenése. Ces diminutions sont mesurable plus précocement que la
modification morphologique de la tumeur qui semble se produire plus tardivement. Par
ailleurs, il semble se produire une augmentation de D a J7 en particulier chez les souris
traitées, mais cette augmentation de perdure pas a J21 et il n’y a pas de différence
significative entre les deux groupes au cours du suivi. Dans la plupart des études ayant suivi
des patients ou des souris sous traitements anti-angiogéniques, on observe fréquemment une

augmentation de D en rapport avec la nécrose tumorale associés et la décroissance de f et D*
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(219, 220). Cette différence pourrait en partie étre expliquée par notre modele et la nature peu
cellulaire du PMP, donc peu sujet a la nécrose, alors que sa richesse vasculaire en fait un
excellent modele pour explorer I’angiogenése. L’objectif de futures recherches sera

d’expliquer cette évolution (c.f. perspectives).
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4. Perspectives

4.1 Projet Evaluation quantitative de la microcirculation tumorale et de la
réponse a un traitement anti-angiogénique dans un modeéle murin de
PMP par IRM de perfusion, de diffusion multi-b (IVIM) et analyse de
texture tridimensionnelle.

Projet de master 2 qui sera réalis¢ d’octobre 2016 a juin 2017 par Maxime BARAT au
sein de I’'unit¢ INSERM U965 sous la codirection du Dr Anthony DOHAN et du Pr Philippe
SOYER.

L’objectif de ce master sera de suivre longitudinalement le PMP murins au cours du
traitement a la fois en IRM multiparamétrique, en histologie et immunohistochimie. Les
souris auront donc des biopsies chirurgicales au cours du suivi, et les résultats des analyses
histologiques et immuno-histochimiques seront corrélés aux paramétres d’imagerie
fonctionnelle. Cela nous permettra de mieux comprendre les mécanismes d’actions du
traitement anti-angiogénique et d’expliquer les évolutions observées des différents
biomarqueurs obtenus en IRM fonctionnelle. Plusieurs techniques d’imagerie fonctionnelle
seront utilisées : la méthode IVIM, I'IRM de perfusion dynamique, et [’analyse

d’histogramme tridimensionnelle.

4.1.1 Reésumé du projet :

Le pseudomyxome péritonéal (PMP) est un cancer rare du péritoine, a développement
invasif local dont le traitement de référence est la chirurgie de cytoréduction associée la
chimiothérapie hyperthermique intra-péritonéale. Chez les patients pour lesquels la résection
compléte est impossible, aucune chimiothérapie adjuvante n’a montré une réelle efficacité.
Une étude menée sur modele murin par ’unité INSERM U965 de ’hopital Lariboisiére a mis
en évidence une efficacité des anti-angiogéniques, en particulier du Bévacizumab et le
sorafénib. L’objectif de ce master sera d’évaluer la réponse aux traitements anti-
angiogeniques dans ce modele murin de PMP avec de nouveaux outils d’imagerie : I’'IRM de
perfusion dynamique, I’IRM de diffusion multi-b, et I’analyse de texture tridimensionnelle.

Trois groupes de 10 souris nudes seront greffées en orthotopique avec du PMP issue

d’un méme modele de PMP. Les animaux auront tous une IRM de baseline 4 semaines apres
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la greffe, et une biopsie chirurgicale sera realisée pour chaque animal pour évaluer la densité
micro-vasculaire (DMV) et la nécrose tumorale. Puis les 10 souris seront traitées par
sorafenib, 10 par bevacizumab et 10 par placébo. Une IRM et une biopsie chirurgicale seront
répétées a 8 semaines de la greffe puis une derniere IRM sera réalisée a 12 semaines et les
animaux seront sacrifiés. Les résultats quantitatifs d’imagerie fonctionnelle seront corrélés
aux marqueurs angiogéniques sériques, a 1’évolution de la DMV, au volume et au poids

tumoral a la date du sacrifice.

4.1.2 Etat de la question

Le PMP est un cancer rare du péritoine, provenant de la perforation d'une tumeur
mucineuse appendiculaire et développant une carcinose mucineuse®?. Le traitement de
référence actuel, consiste en une chirurgie de cytoréduction tumorale avec exérese de toutes
les lésions macroscopiques, associée a une chimiothérapie hyperthermique intra-
péritonéale®*. Chez les patients pour lesquels la résection compléte est impossible, aucune
chimiothérapie adjuvante n’a montré une réelle efficacité.

Une étude menée sur modele murin par 1'unit¢ INSERM U965 de [I’hopital
Lariboisiere a mis en évidence une forte angiogenése tumorale et une efficacité des anti-
angiogéniques, en particulier du Bévacizumab®. Ce modéle murin orthotopique de PMP,
reproductible et reproduisant les caractéristiques tumorales humaines, est un excellent modele
d’angiogenese tumorale relativement pure.

L’IRM de perfusion dynamique permet de quantifier la perfusion tumorale et la
perméabilité des tumeurs. L’IRM de diffusion multi-b (IVIM) permet de mesurer des
paramétres quantitatifs qui refletent la cellularité, la nécrose et la fibrose dans les tissus
tumoraux. Son utilisation dans 1’évaluation de la réponse a la chimiothérapie a déja été

étudiée dans de nombreuses localisations tumorales

L’analyse de texture est une nouvelle technique en plein développement qui a pour
I’instant été évaluée avec succes dans le foie, le rein, le poumon, les tumeurs ORL et le
cerveau. Il s’agit d’'une méthode de post-traitement des images qui permet de quantifier la
distribution spatiale de I’intensité des différents pixels de 1’image, et donc de donner une

mesure quantitative de I’hétérogénéité des tumeurs”.
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4.1.3 Objectif du projet

L’objectif de ce master sera d’évaluer un traitement anti-angiogénique, le sorafenib,

sur ce modele murin de PMP et de quantifier la réponse au traitement avec de nouveaux outils

d’imagerie : I'IRM de perfusion dynamique, 'IRM de diffusion multi-b, et I’analyse de

texture tridimensionnelle. Il permettra donc d’ouvrir la voie a un nouveau traitement efficace

pour les patients non résécable. Par ailleurs, ce modele murin d’angiogenese permettra la mise

au point et 1’évaluation d’une nouvelle méthode de quantification de la réponse aux

traitements anti-angiogéniques.

4.1.4 Meéthodologie

Trois groupes de 10 souris nudes seront greffées en orthotopique avec du PMP issue d’un

méme modele de PMP. Les animaux auront tous

une IRM de baseline 4 semaines apres la greffe, comportant des séquences T2, de
perfusion et d’IVIM
une biopsie chirurgicale sera réalisée pour chaque animal pour évaluer la densité micro-
vasculaire (DMV).
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Puis les 10 souris seront traitées par sorafenib, 10 par bevacizumab et 10 par placébo.
Une IRM et une biopsie chirurgicale seront répétées a 8 semaines de la greffe puis une
derniére IRM sera réalisée a 12 semaines et les animaux seront sacrifiés.

Les tumeurs seront segmentées sur les images T2, et les cartographies des différents
parametres de perfusion (flux sanguin tumoral (TBF), volume sanguin tumoral (TBV),
temps de transit moyen (MTT), et le produit perméabilité par surface) et des parameétres
IVIM (D et D* et f) seront analysée avec le logiciel d’analyse de texture développé par
1I’équipe de McGill University.

Les parametres quantitatifs qui seront mesurée seront : la valeur moyenne du TBF, du
TBV, du MTT, du produit perméabilité par surface, de D, D*, f, et pour chacun de ces
paramétres, les 25° et 75° percentiles, I’écart type, I’aplatissement, la symétrie et
I’entropie.

Les valeurs quantitatives obtenues seront corrélés aux marqueurs angiogéniques sériques,
a I’évolution de la DMV évaluée par immunofluorescence apres marquage au CD3;, au

volume tumoral a la date du sacrifice évaluée sur I’'IRM et au poids de la tumeur.

415 Résultats attendus

Cette étude pourrait ouvrir la voie a un essai clinique évaluant I’efficacité du sorafenib
chez les patients avec PMP irrésécable. Actuellement, aucun traitement n’a fait la preuve
de son efficacité chez ces patients, et le sorafenib a déja I’AMM pour le traitement
d’autres tumeurs digestives (CHC notamment)

Cette étude permettra de valider de nouveaux critéres d’imagerie fonctionnelle comme
biomarqueur de la réponse aux biothérapies. Ces critéres pourront ensuite étre transposés
aux études cliniques humaines.

La collaboration internationale mise en ceuvre dans le cadre de cette étude, permettra
d’évaluer ces nouvelles techniques de traitement computationnel des images

tridimensionnelles dans de nombreuses autres localisations tumorales.
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4.2 Applications translationnelles : validation d’un nouveau mode
d’évaluation de Dagressivité des PMP par échographie-Doppler des
vaisseaux meésentérigues

Notre travail sur la souris a montré que 1’échographiec Doppler permettait le suivi du
développement et de I’angiogenése tumorale chez le modéle murin de PMP et permettait de
quantifier la réponse aux traitements anti-angiogéniques. Le PMP est une maladie pour
laquelle aucun critére d’imagerie n’a été validé pour I’évaluation de la réponse. En effet, les
criteres morphologiques RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumor) ne
s’appliquent qu’aux tumeurs solides (129). Ces critéres ne sont pas validés dans le cadre de la
carcinose péritonéale.

Le PMP est une carcinose mucineuse rare limitée a la cavité péritonéale et dont le
pronostic et li¢ a I’envahissement locale et la compression des organes digestif. Le seul
traitement curatif actuellement disponible et la chirurgie de cytoréduction péritonéale
complete associée a la chimiothérapie hyperthermique intra péritonéale qui permet d’obtenir
une survie prolongée. Du fait du caractére peu cellulaire de cette tumeur qui va sécréter une
tres importante quantité de mucine, mais avec relativement peu de cellules tumorales, les
chimiothérapies classiques sont peu efficaces et aucune n’a montré d’efficacité pour prolonger
la survie. Plusieurs études ont suggéré un role important de I’angiogenése dans le
développement de cette maladie, avec une importante expression de marqueurs de
I’angiogeneése et une efficacité des traitements anti-angiogéniques chez des modeles murins et
dans certains rapports de cas chez des patients (221-223).

Lorsque la résection est incompléte ou que I’extension de la malade et trop importante
pour envisager un traitement chirurgical, il reste peu d’options thérapeutiques. En cas de PMP
de haut grade, certaines équipes vont proposer des chimiothérapies identiques a celles
utilisées dans le cadre des cancers colorectaux et parfois des traitements par anti-
angiogéniques. Toutefois tous les PMP ne vont pas avoir la méme évolutivité. Le grade
histologique semble étre un facteur pronostique important mais 1’agressivité et la survie sont
variables pour les PMP de méme grade (224). Chez certains patients, la maladie va évoluer
trés lentement ou étre stable pendant plusieurs années. Ces patients bénéficieraient donc d’une
pause thérapeutique. En revanche, chez d’autres patients, I’évolution de la maladie va étre
beaucoup plus rapide et provoquer des signes cliniques en quelques mois. Ces patients

pourraient bénéficier d’un traitement. Toutefois, il n’existe pas a I’heure actuelle de critéres
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clairs et validés permettant d’évaluer la progression ou la réponse a un traitement dans cette
maladie.

De nombreuses études ont montré que 1’échographie Doppler était un outil permettant
de monitorer les flux dans les vaisseaux digestifs que ce soit dans les pathologies tumorales
ou inflammatoires (152, 154, 155, 157, 223, 225, 226). Les principaux avantages de cette
technique sont un large accés, son faible colt, son caractere non-invasif et la possibilite
d’obtenir une valeur quantitative des flux sanguins. Son seul réel inconvénient est son

caractére opérateur dépendant.

Nous sommes donc en train de conduire une étude prospective depuis janvier 2012
dont 1’objectif est double:
- Evaluer I’échographie Doppler en préopératoire pour prédire I’extension, le grade et la
résécabilité de la maladie.
- Evaluer I’échographie Doppler en postopératoire pour évaluer 1’évolutivité de la maladie

résiduelle

4.2.1 Patients et méthodes

Depuis janvier 2012, 54 patients ont été inclus : 41 patients ont eu une échographie Doppler
avec débitmétrie de ’AMS en préopératoire (figure 1), dans le mois précédent une chirurgie
de cytoréduction, et 44 patients ont eu une débitmétrie dans les 6 mois suivant I’intervention.
Parmi les 54 patients, 31 patients ont eu la débitmétrie avant et apres la chirurgie, 10
uniquement avant et 13 uniquement apres.

Les patients ont €té classés en 3 groupes pronostiques:

1. Groupe 1: patients qui ont eu une résection compléte (CCO ou CC1) avec CHIP, sans
récidive dans les deux ans : n=22.

2. Groupe 2: Patient avec résection incompléte (CC2 ou 3) et vivants a 2 ans de la chirurgie
et avec peu de symptomes cliniques (Performance Status=0, ou 1) : n= 20

3. Groupe 3: Patient avec résection incompléte résiduelle (CC2 ou 3) décédés a 2 ans ou

vivant avec des symptémes cliniques majeurs (Performance Status >1) : n=11
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4.2.2 Résultats préliminaires

Débitmétrie de baseline:

Le débit préopératoire était corrélé linéairement a au PCI chirurgical (r=0.65, p<0.001,
Figure 2). Tous les patients ayant un PMP de haut grade avaient un débit élevé
comparativement aux PMP de bas grade sans que la différence n’atteigne la significativité
(511/-168 vs 452+180 mL/min, P=0.497)

L’ICP était different entre le groupe let le groupe 2 (18+12 vs 31+7, p=0.008) ainsi
qu’entre le groupe 1 et le groupe 3 (18+12 vs 3316, p=0.007). Il n’y avait pas de différence
entre le groupe 2 et le groupe 3 (p=0.371).

Le débit dans I’AMS avait tendance a étre plus bas chez les patient du groupe 1 que chez
les patients du groupe 2 (394+163 vs 511+140 mL/min, p=0.069, figure 3) mais était
significativement plus bas dans le groupe 1 que dans le groupe 3 (394+163 vs 575+181
mL/min, p=0.008). Il n’y avait pas de différence entre le groupe 2 et le groupe 3.

Débitmétrie postopératoire:

Apres résection complete, le débit de I’AMS n’était pas différent d’une valeur normale
(236144, P=0.095 (Figure 3).

Il 'y avait une diminution significative du débit chez les patients du groupe 2 en
postopératoire (diminution de 511 a 414 mL/min ; P=0.029). Il n’y avait pas de diminution du
débit dans le groupe 3 (diminution de 575+181 a 633+143 mL/min ; P=0.404).

- Dans le groupe 1, La débitmétrie postopératoire était significativement diminuée par
rapport aux valeurs préopératoires (diminution de 394+163 a 205+46 mL/min ; P <0.001)

- Dans le groupe 2, (maladie faiblement agressive), il y avait une diminution significative
du débit en postopératoire (diminution de 511 a 414 mL/min ; P=0.029).

- Dans le groupe 3 (maladie agressive), il n’y avait pas de diminution du débit (diminution

de 575+181 & 633+143 mL/min ; P=0.404)

Les debits postopératoires étaient plus élevée dans le groupe 2 que dans le groupe 1 (414+95
vs 205+46 mL/min ; P<0.001), et dans le groupe 3 que dans le groupe 2 (633+£143 vs 414+95
mL/min, P<0.001).
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4.2.3 Discussion et conclusions

L’échographie Doppler de I’AMS semble étre un outil puissant pour évaluer
I’agressivité tumorale. En effet, d’aprés nos résultats préliminaires, il est possible de
différencier les patients ayant une maladie trés agressive des patients ayant une maladie plus
« quiescente ». On peut donc construire un score pronostique incluant les valeurs de Doppler,
ainsi que les données chirurgicales, et pathologiques permettant d’identifier les malades le
plus a risque de développer une maladie agressive et pour lesquels on pourra proposer une
chimiothérapie en post-opératoire. Les patients ayant une maladie quiescente, vont peu
bénéficier de la chimiothérapie, et pourraient donc avoir une pause thérapeutique. C’est
résultats, ainsi que le modele que nous proposerons restent a étre validés sur une cohorte

différente de patients.
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Figure 1: Superior mesenteric artery (SMA) examination by ultrasound Doppler imaging. A:
Anterior sagittal cross sectional view of the abdomen for visualization of the SMA in its long
axis. White line indicates the M-mode position on the screen. B: after activation of the M-
mode the systolic and diastolic inner diameters of the SMA are measured. C: after activation
of pulsed Doppler, the Doppler sample volume was placed and adjusted to the arterial section
of the SMA, 2 to 3 centimeters after its origin, proximal to any side branches. A spectral
analysis of the Doppler blood flow velocity waveforms is then recorded and Spatial-average-
time-average blood flow velocity is calculated and is the computed-derived value calculated
by integrating the area under instantaneous mean velocity curve (blue line) for blood flow
volume calculation. White line is representative of the time-average maximal velocity
(maximum velocity per unit time is a computer-derived value calculated by integrating all the
area under envelop of the waveform) different from the spatial-average-time-average blood
flow velocity.
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Figure 2: linear regression between blood flow volume (BFV) measured in the superior

mesenteric artery (SMA) before application of the surgical treatment.

BFV in SMA elevated with IPC (r=0.65, p<0.001), illustrative of the extension of the tumor
vascular network branched on the superior mesenteric artery network with the increase of

tumor location in the abdominal cavity (® low grade, ® high grade).
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Figure 3: Evolution of the blood flow volume (BFV) in the superior mesenteric artery
(SMA) following the surgical treatment.

Before surgery, patients with completeness of cytoreductive surgery (CCRO) and absence of
recurrence within two years (group 1) presented elevated BFV (394 +/-163 mL/min, p<0.001)
compared to normal value (236+/-44 mL/min). This elevation was less important than in
patients without completeness of cytoreductive surgery (CCR1-3) and with active progressive
disease (group 3, 575+/-181 mL/min, p=0.003).

- In group 1 patients, the BFV in the SMA dropped to normal values (205+/-46 vs 394+/-
163 mL/min before surgery, p<0.001).

- In group 2 patients, (weakly active progressive disease, the BFV in the SMA lightly
decreased from 511+/-140 to 414+/-195 mL/min (p=0.029).

- In group 3 patients (active progressive disease), the BFV in the SMA was not changed
after surgical treatment.

Moreover, the post-surgical treatments BFV values were more elevated in group 2 than group
1 patients (414+/-95 vs 205+/-46 mL/min, p<0.001), and in group 3 than group 2 patients
(633+/-143 vs 414+/-95 mL/min, p<0.001).

(** p<0.01, baseline BFV in the SMA related to the patients group; # p<0.05; ## p<0.01,
BFV measured before and after surgery ; £1f p<0.001, BFV measured after surgical treatment
related to patients group)
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4.3 Prédiction de la survie a 2 ans chez les patients atteints de CP non
résecable

I s’agit d’une étude pilote réalisée chez 24 patients. Les résultats seront présentés au 10
International Congress on Peritoneal Surface Malignancies, November 17-19, 2016
Washington, DC, USA. L’objectif était d’évaluer 1’analyse d’histogramme sur la TDM de
baseline chez des patients ayant une CP irrésécable et de construire un modele prédictif de la
survie. Nous avons utilisé un logiciel d’analyse d’histogramme qui a montré des résultats
prometteurs dans de nombreuses études : TexRAD® Ltd, Cambridge, UK

Prediction of 2-years survival in patients with non resectable peritoneal carcinomatosis
from colorectal origin using functional imaging: Ancillary study of a multicenter
prospective study (PRODIGE 9)

DOHAN Anthony', GALLIX Benoit® REINHOLD Caroline?, GUIU Boris®*, LE MALICOT
Karine’, BENNOUNA Jaafar’, GHIRINGHELLI Francois®, BOIGE Valérie’, TAIEB Julien®,
BOUCHE Olivier’, FRANCOIS Eric'’, PHELIP Jean-Marc'', BOREL Christian '> FAROUX
Roger13’ SEITZ Jean-F rangoism, JACQUOT Stéphanels, GENET Dominique16, LEPAGE
Come'”", SOYER Philippe', HOEFFEL Christine”’, APARICIO Thomas”'

' Hopital Lariboisiére, Service de Radiologie Viscérale et Vasculaire, INSERM U965, Paris
* McGill University Health Center - Montreal - Canada

* Fédération Francophone de Cancérologie Digestive (FFCD), Dijon

* Département de Radiologie, CHU de Montpellier

> Institut de cancérologie de I'Ouest, Centre René Gauducheau- Service d'Oncologie, Saint Herblain
% Centre Georges-Frangois Leclerc, Service Oncologie, Dijon

7 Institut Gustave Roussy, Service dHGE, Villejuif

¥ Hopital Européen Georges Pompidou, Service HGE, Paris

’ CHU Reims, Service oncologie digestive, Reims

' Centre Antoine Lacassagne, Service d'Oncologie, Nice
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*! Hopital Avicenne, Département de Gastroenterologie, Bobigny

Background

Peritoneal carcinomatosis (PC) is a frequent and severe evolution of colorectal cancer (CRC),
which is associated with poor survival (5.2 months). The assessment of response to
chemotherapy is difficult and is based on morphological changes on computed tomography
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(CT). Recently, new non-invasive and innovative functional imaging techniques such as
texture analysis (TA) have been developed to obtain early information regarding tumor
response to therapy.

Purpose

To determine whether texture analysis (TA) on pre-treatment and two months post-
chemotherapy computed tomography (CT) images can predict 2-year survival in patients with
metastatic non resectable colo-rectal cancer (CRC) and peritoneal carcinomatosis (PC)
nodules treated by Folfiri and bevacizumab.

Patients and Methods

This is an ancillary study from PRODIGE-9 multicenter prospective study for which 494
patients with metastatic CRC treated by Folfiri and bevacizumab had been enrolled. In 24
patients who had PC nodules greater than 300 mm?, TA was performed by two abdominal
radiologists in consensus using TexRAD® software on the dominant PC nodule during the
venous phase of a contrast-enhanced CT examination, at baseline and two months post-
chemotherapy. PC nodules surface area, baseline TA parameters and their changes
from baseline were correlated with the 2-year survival status. Receiver operating
characteristic (ROC) curves were performed and the 2 strongest parameters were
incorporated into a multivariate logistic regression model to identify predictive factors for 2-
year survival and their odd-ratios (OR). A score combining these 2 factors was built and
optimal cutoff values for predicting 2-year survival status was determined with ROC curve
analysis. Survival was estimated with the Kaplan-Meier method and compared between
groups with the log-rank test.

Results

The strongest predictive factors for 2-year survival status were two baseline parameters:
baseline mean value (ssf=0)(AUC=.72;(.44-.1.00)) and the baseline skewness value (ssf=6)
(AUC=.77;(.50-.1.00)). On ROC curve analysis, optimal cut-off values were determined. A
baseline mean value (ssf=0)<27 UH yielded an sensitivity of 83.3% and a specificity of
66.6%. A baseline skewness (ssf=6) value <0 yielded a sensitivity of 66.7% and a specificity
of 83.3%. Patients with only mean value (ssf=0)<27 UH or baseline skewness (ssf=6) value
<0 but not both simultaneously had a higher overall survival rate (median=2.0 year vs 1.1
years, P=.01).

Conclusion

TA parameters on baseline CT may be able to predict which patient will have a long overall
survival in metastatic CRC with PC nodules treated by Folfiri and bevacizumab. These results
need to be replicated in further studies.

Clinical Relevance statement:
Contrast-enhanced computed tomography texture analysis performed on peritoneal

carcinomatosis nodules from non resectable metastatic colo-rectal cancer treated by Folfiri
and bevacizumab allows prediction of patients 2-year survival.

Supported by ROCHE
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Figure 1. PC lesion in the pouch of Douglas on CT (A, arrow). Manual segmentation and
texture analysis with TexRAD® on CT (B).

Analysis Results

Rod  Roname SSF  TX.sigma mean sd  entropy

RO 0 o 103115 36.98 4.48
RO 2 o 444 7623 476
ROLO 3 7114 7326 448
ROLO 4 12958 7316 4.4

ROLO 5 1% 18131 5032 3.74
ROLO 6 39 2197 1167 262 23197 0.4

Figure 2. ROC curves of the texture parameters to predict 2-year-survival status
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Figure 3. Kaplan-Meier surival diagram shows that patients with only mean value (ssf=0)<27
UH or baseline skewness (ssf=6) value <0 but not both simultaneously had a higher overall
survival rate (median=2.0 year vs 1.1 years; P=.01).
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Conclusion

L’imagerie fonctionnelle est promise a prendre une part de plus en plus importante
dans 1’évaluation et le suivi des patients en cancérologie. Au-dela du bilan morphologique qui
deviendra de plus en plus précis grace notamment a 1’amélioration de la résolution des
différentes techniques, le développement de techniques fonctionnelles et la validation de
biomarqueurs quantitatifs permettant d’établir des algorithmes de suivi, et des modeles
prédictifs. A cet égard, I’échographie Doppler qui est I’'une des premicres techniques
d’imagerie fonctionnelle pourrait avoir un role a jouer. Toutefois, son caractére opérateur
dépendant reste une limite a son développement en dehors des centres spécialisés.

Les techniques d’imagerie de perfusion (échographie de contraste, TDM et IRM de
perfusion) font I’objet de nombreuses recherches actuellement. Leurs limites majeures sont
les difficultés d’acquisition, le manque de résolution temporelle en IRM, I’irradiation en
TDM, le manque de standardisation en échographie de contraste, qui tend a diminuer grace a
plusieurs travaux francais multicentriques récents (161, 227, 228). De plus, ces techniques
requicrent un post-traitement mathématique complexe et des logiciels dédiés dont I’utilisation
reste complexe et peu répandue. La simplification et la standardisation du post traitement leur
permettront, dans un avenir proche, d’avoir une place en pratique clinique, comme c’est déja
le cas dans le cerveau, mais aussi a un moindre degré dans la prostate (229-233).

L’IRM de diffusion a été la premiere technique d’imagerie fonctionnelle réellement
validée a grande échelle. En effet, sont utilisation a révolutionné la prise en charge de
I’accident vasculaire cérébral ischémique a la phase aigiie, et tous les constructeurs proposent
désormais des outils de quantification simples, fiables et automatiques pour mesurer 1’ADC.
Malgré un manque de standardisation persistant, notamment en raison des différentes valeurs
de b utilisées et des différents champs magnétiques des différentes machines, I’ADC
coefficient apparent de diffusion est I’un des biomarqueurs les plus utilisés et les plus étudiés
dans I’abdomen (234-238). Son utilisation en tant que biomarqueur de la réponse aux
traitements en cancérologie n’est pas encore largement répandue et des études de grande
échelle sont encore nécessaires.

Les techniques d’imageries fonctionnelles en IRM sans injection telles que I’IRM de
diffusion multi-b avec extraction des paramétres IVIM ou d’autres techniques telles que

I’arterial spin labelling (ASL), ou la quantification de 1'effet BOLD (Blood Oxygen Level
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Dependant) restent aujourd’hui du domaine de la recherche dans 1’abdomen. La méthodologie
IVIM a déja été étudiée dans le foie pour évaluer la fibrose ainsi que la stéatose (239, 240).
Toutefois, I’acquisition, le post-traitement et 1’analyse des résultats restent chronophages et
difficiles a diffuser a la pratique courante. De plus, les constructeurs ne proposent pas ces
séquences cliniques, mais souvent uniquement dans le cadre de la recherche. Elles sont plus
facilement disponibles sur les IRM de recherche dédiées aux petits animaux, mais les résultats
en sont plus difficilement transposables a 1’étre humain.

L’analyse d’histogrammes reste une technologie confidentielle et trés récente. De plus
en plus de logiciels sont disponibles pour réaliser ces analyses, mais ces derniéres manquent
totalement de standardisation. La plupart des logiciels nécessitent une segmentation manuelle
et laboricuse, et I’analyse des parameétres extraits des histogrammes nécessite un grand
nombre de patients, ce que peu d’études ont proposé pour I’instant. Dans la plupart des études
publiées, le nombre de parametres évalués frole, voire dépasse, le nombre de patients inclus,
ce qui conduit a démultiplier le risque de premicre espece de ces analyses. Toutefois, dans un
avenir proche, probablement que des outils de segmentation automatisés, tridimensionnels et
performants seront disponibles, et que des grandes bases de données permettront de valider
certains de ces parametres qui pourront étre inclus dans nos algorithmes de suivi et aider a la
décision thérapeutique, notamment avec le développement de modéles prédictifs
multiparamétriques, permettant de prédire 1’efficacité de certains traitements et de proposer
une stratégie thérapeutique personnalisée a chaque patient.

L’un des objectifs de cette thése était de réfléchir a la place de I’angiogenéese dans la
carcinose péritonéale et aux méthodologies qui pourraient permettre de I’évaluer et d’avoir
une application future chez ces patients. L’ensemble de ces réflexions nous ont conduit a
proposer une étude nationale multicentrique prospective sur 1’évaluation de la réponse a la
chimiothérapie dans la carcinose péritonéale chez les patients candidats a la chirurgie de
cytoréduction avec CHIP (projet présenté en annexe, déposé au PHRC-K 2016).

L’objectif principal de cette étude sera de prédire la survie globale & 3 ans chez les
patients ayant une CP candidats a une chirurgie de cytoréduction avec CHIP en se basant sur
la réponse fonctionnelle évaluée par les variations des paramétres d’imagerie fonctionnelle
(PIF) apres chimiothérapie néoadjuvante (IRM de diffusion, TEP et analyse de texture sur les
images de TDM, d’IRM de diffusion et de TEP). Secondairement, la réponse fonctionnelle
(variation des PIF) sera corrélée a la reponse histologique évaluée sur la piece de résection
chirurgicale. Par ailleurs, la réponse fonctionnelle devrait permettre de prédire I’évolution

clinique des patients selon 4 catégories: résection compléte avec survie prolongée sans
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récidive, résection complete avec récidive au cours du suivi, résection incompléte, et
progression rapide sous chimiothérapie nécessitant d’annuler la chirurgie. Une autre partie des
analyses cherchera & montrer si les valeurs initiales des PIF peuvent prédire également la
survie globale a 3 ans, la réponse histologique et la réponse clinique. De plus, la valeur initiale
des PIF devrait permettre de prédire la réponse objective mesurée selon les criteres classiques
(RECIST1.1, marqueurs sériques). Une analyse en sous-groupe permettra d’évaluer la valeur
pronostique des PIF chez les patients ayant une CP modérément étendue (index de carcinose
péritonéal (ICP<10/39) ou trés étendue (ICP>10/39). Enfin, les performances de chacune des
3 modalités d’imagerie pour évaluer la cartographie des 1ésions et I’ICP chirurgical seront
évaluées.

L’étude sera conduite dans 5 centres prenant chacun en charge un nombre important
de patients et sont tous membres actifs du Réseau National des Maladies Rares du Péritoine.

Les résultats de cette étude devraient permettre de valider des critéres d’évaluation
radiologique fiable dans la CP, permettant ainsi de sélectionner les patients qui bénéficieront
le plus d’une chirurgie lourde. Les patients ayant un moins bon pronostic pourront Se VOir
proposer une intensification thérapeutique et d’emblée des chimiothérapies plus lourdes, avec

I’ajout éventuellement de biothérapies.
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Annexes

Annexe n°1 : Valeur ajoutée de I'IRM dans le bilan préopératoire des
carcinoses péritonéales

Article soumis a Annals of Surgical Oncology

Sequential application of MDCT and MR imaging has incremental value in the
preoperative estimation of peritoneal carcinomatosis index

Anthony Dohan, Christine Hoeffel, Philippe Soyer, Anne Sophie Jannot, Pierre-Jean Valette,
Arnaud Thivolet, Guillaume Passot, Olivier Glehen, Pascal Rousset,

Abstract

Objective: To determine the incremental value of magnetic resonance imaging (MRI) as
compared to multidetector-row computed tomography (MDCT) in the preoperative estimation
of peritoneal carcinomatosis index (PCI).

Methods: The MDCT and MRI examinations of 28 patients with peritoneal carcinomatosis
were evaluated. MDCT were first analyzed by two observers who determined a first PCI
(PClvpct). Then, the two observers reviewed MRI examinations in combination with MDCT
and determined a second PCI (PClupct+mri)- Sensitivity, specificity and accuracy of the two
imaging sets were determined using surgery as a reference standard.

Results: For both readers an increased sensitivity was obtained using MRI and MDCT (63%
to 81% for reader 1; 44% to 81% for reader 2). The number of true-positive findings increased
from 106 to 125 for reader 1 (P=0.046) and from 117 to 132 for reader 2 with the adjunct of
MRI (P=0.105). Regarding incremental value of MRI, the difference PClypct+mri-PClRet,
was lower than PClypct-PClges in 10/28 (36%) for reader 1 and 11/28 (39%) patients for
reader 2 (P=0.002 and P=0.0006, respectively). The increase in sensitivity was greater for
patients with moderate volume of disease.

Conclusion: The combination of MDCT and MRI improves the performances of experienced
readers in the preoperative estimation of PCI by comparison to MDCT alone.

Keywords: Peritoneal carcinomatosis; Diffusion-weighted magnetic resonance imaging;
HIPEC,; Resectability; Peritoneal carcinomatosis Index
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INTRODUCTION

The prognosis of patients with peritoneal carcinomatosis (PC) has been subjected to recent
major changes with the introduction of cytoreductive surgery (CRS), which is used in
association with hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC). This treatment, when
feasible, is currently a well-established option for patients with PC (1-5). Optimal selection,
however, remains critical among patients with PC in whom curative CRS can be anticipated.
Peritoneal carcinomatosis index (PCI) is the most commonly used surgical variable to
quantify the extent of PC and anticipate the effectiveness of tumor reduction. PCI, varying
from 1 to 39, combines the distribution of peritoneal implants in 13 abdominal and pelvic
areas with the largest tumor size per region being scored from zero to 3 (6). In this regard,
depending on the primary tumor, some threshold PCI values according to PC etiology may
contraindicate CRS (PCI > 15 for gastric cancer, PCI > 20 for colorectal cancer depending on
the patient’s status and surgical team’s experience) (1,5). For these reasons, accurate
preoperative determination of PCI is critical to optimize the selection of patients who will
benefit from CRS. Another issue to avoid also includes erroneously stratifying a case as
inoperable, when in fact a patient actually has a resectable PC.

Currently, multidetector-row computed tomography (MDCT) remains the reference
imaging examination for the evaluation of patients with PC, thanks to its availability and high
spatial resolution. However, MDCT has limited contrast resolution and underestimates the
extent of disease (2-4,7). Researchers have shown a high degree of sensitivity of magnetic
resonance imaging (MRI) in the detection of peritoneal implants (8,9). At the same time, other
groups have found similar degrees of performances for MRl and MDCT for peritoneal
implant detection by experienced readers (10,11).

Optimal evaluation of patients with PC who are candidates to CRS with HIPEC is
paramount (12). In clinical practice, MDCT is performed first and MRI is kept as a second
line examination and used as a problem solving tool in selected patients when MDCT is
equivocal. We assume that MDCT and MRI should be regarded as complementary techniques
and that MRI should be used in especially in patients with an intermediate burden of PC to
better select resectable patients. However, the added value of MRI combined with MDCT in
patients with PC by comparison of MDCT alone has not yet been formally evaluated.

This study was thus performed to determine the incremental value of MRI by
comparison to MDCT alone for expert readers in the preoperative determination of PC
resectability, using surgical PCI as a standard of reference.

MATERIALS AND METHODS
Patients

This retrospective study was approved by the institutional review board of our institution.
Informed consent was obtained from all patients who were included in our prospective
database. A total of 28 consecutive patients (20 women, 8 men) with a mean age of 56 years +
11 (SD) (range: 29 - 69 years) were selected from a prospectively maintained database of
patients who were planned to undergo CRS with HIPEC, with a curative intent for secondary
PC between June 2009 to November 2012. In this database from a single tertiary center, all
selected patients were scheduled to undergo MDCT and MRI with diffusion-weighted
imaging (DWI) examinations of the abdomen and pelvis within two days of surgery (13).

In our clinical practice, patients are planned to undergo CRS with HIPEC based on the
decision of a multi-disciplinary tumor board. There is no clear threshold for tumor burden to
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decide to attempt for complete CRS in our institution and the decision is based on patient’s
clinical status, pathology of the PC, extent of the disease on imaging data or previous
surgeries and deep involvement of some regions such as porta hepatis or mesentery root. We
already perform routinely MRI pre-operatively as we already have experienced the
improvement of pre-operative staging of the PC lesions.

The primary tumors were ovarian serous carcinoma (10 patients), non-mucinous
adenocarcinoma of the colon (9 patients), pseudomyxoma peritonei (PMP) (5 patients),
gastric non-mucinous adenocarcinoma (3 patients) and appendiceal non-mucinous
adenocarcinoma (1 patient).

Ten patients did not have any pre-operative treatment, nor neoadjuvant chemotherapy
or surgery: 5/5 PMP patients, 3/10 patients with ovarian serous carcinoma and 2/9 patients
with non-mucinous adenocarcinoma of the colon.

Imaging protocols

MDCT protocol. All MDCT studies were performed with the same protocol. A single
source CT unit equipped with 40 rows of detectors (Brilliance™, Philips Medical Systems,
Best, The Netherlands) was used in all patients with the following parameters: voltage, 120
kVp; automatic tube current modulation; axial resolution, 0.75-mm; beam collimation, 40 x
0.625 mm ; gantry rotation time, 0.4 sec; pitch, 0.874. A tube current modulation technique
was used to decrease radiation dose. All patients underwent iodinated contrast material—
enhanced MDCT through the thorax, abdomen and pelvis. A mechanical power injector
(OptiVantage®, Mallinckrodt-Tyco/Healthcare, Cincinnati, OH, USA) was used to
administrate 90-140 mL of nonionic iodinated contrast material intravenously according to
patient’s body weight (lobitridol, Xenetix 350%, Guerbet, Roissy-Charles de Gaulle, France)
at a rate of 3 mL/sec. The acquisition of contrast material-enhanced MDCT data started 60
seconds after the start of intravenous contrast material administration. MDCT scanning was
performed in a cephalocaudal direction, during one breath-hold, with the patient in supine
position.

After imaging acquisition, MDCT data was reconstructed in the transverse plane
with a thickness of 1.5-mm at 0.75-mm intervals. A second set was obtained at a thickness
of 0.6-mm at 0.5-mm intervals for multiplanar reconstructed views.

MRI protocol. MRI examinations were performed at 1.5-T (Achieva® Philips Medical
Systems) using a surface coil containing 16 elements. These sequences covered the entire
peritoneal cavity. Intravenous administration of 1-mg of an antiperistaltic agent (Glucagon®,
Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark) was performed immediately before MR image
acquisition. For all patients, MRI protocol included T2-weighted TSE MRI in the transverse
plane, frequency-selective fat-suppressed T1-weighted water only selection (WATS) in the
transverse plane, DWI with background body signal suppression (DWIBS), and MRI in the
transverse plane using two b-values (0 and 1000 s/mm?). Dynamic fat-suppressed T1-
weighted images were obtained in the transverse and coronal planes 5 minutes after
intravenous administration of a gadolinium chelate (Multihance®, Bracco, Milan, Italy) at a
dose of 0.2 mL/kg. All sequences were acquired using a slice thickness of 6-mm and an
intersection gap of 1-mm. The average examination time was 30 minutes. The MRI protocol
is provided in detail in Table 1.

Image analysis

155



For each patient the radiological PCI was evaluated using dedicated software, developed
at our institution and now available online, that provides a standardized collection form to
evaluate PCl (PROMISE®,) (14). Briefly, the PCI was calculated considering the lesion
size (LS) of the largest implant that was scored as lesion size 0 through 3 (LS-0 to LS-3)
for each of the 13 regions. An LS-0 signified no visible implants. LS-1 referred to implants
that were visible up to 0.5 cm in greatest diameter. LS-2 corresponded to nodules greater
than 0.5 cm and up to 5 cm. LS-3 referred to implants measuring 5 cm or more in diameter.
If an organ was coated by tumor implants (confluent disease) or if there was tissue
adhesions or scalloping on an organ surface, the region was also scored as LS-3 (5).

For this retrospective study, MDCT examinations were first reviewed using a
picture archiving and communication system (PACS) workstation ((Viewforum® v6.3;
Philips Medical Systems) by two expert abdominal radiologists with 8 (Reader 1) and 19
(Reader 2) years of experience in reading MDCT and MRI examinations of the abdomen.
The two radiologists worked independently. For each patient, all imaging findings and
implant descriptions for the 13 regions were reported in the software, which provided a
standardized report and calculated the global PCI (Fig. 1). Transverse 1-mm thickness
MDCT images and 3-mm thickness multiplanar reconstructions were analyzed first and
reports generated by the software. A second session was organized one month later to
avoid recall bias and MRI examinations, using all MR sequences, were analyzed in
combination with MDCT. All images were analyzed by the readers without any
information relative to the patients except the nature of the primary tumor. The two
observers were also aware of the overall goal of the study.

Reading criteria were defined in a consensus among both readers by comparing
surgical findings in image analysis in a training cohort of ten patients who were not
included in the study.

On MDCT images, peritoneal lesions were considered as true peritoneal implants
when readers saw peritoneal nodules, focal thickening of the peritoneum (> 1mm and or
irregular), or non-equivocal fat stranding in the area. Fat stranding was quantitatively
evaluated using a score of 2 for focal infiltration and a score of 3 for diffuse infiltration. From
this first set (set 1), a first PCI was estimated by the software for each reader working
independently (PClypcr).

During the second reading session, readers had access to MDCT and MRI
examinations. On morphological sequences, peritoneal implants were reported using the same
criteria as those considered for MDCT. On DWI, peritoneal implants were reported in cases
of hyperintense on high b-value images peritoneal lesions that were visible on any
morphological sequence or when they were visible on MDCT images. All additional lesions
not seen on MDCT set (set 1) that were depicted owing to the use of MRI, were reported in
the software to produce a second set (set 2). Readers could not change the results of the first
reading session during the second one. From set 2, a second PCI was then estimated by the
software for each reader working independently (PClypct+mri)-

Standard of Reference

Intraoperative findings combined with the results of histopathological analysis of
resected specimens during CRS (PClger) were used as the standard of reference. Surgery was
performed by the same expert surgeon with more than 15 years of experience in CRS with
HIPEC, who also determined the PClgrer. The quantification of PClges was reported
prospectively by the surgeon using the same software, by region analysis.
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Statistical analysis

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and
accuracy were calculated for each imaging set and for each reader, using a region by region
analysis in a binary fashion (presence or absence of tumor implants). Agreement in PCI
estimation between the two readers was assessed with the weighted Cohen « (kappa) statistic.
The results of the Cohen « (kappa) statistic were calculated along with 95% confidence
intervals (Cls). Degrees of agreement were categorized as follows: «k values of 0.00 - 0.20
were considered to indicate poor agreement; « values of 0.21 - 0.40, fair agreement; k values
of 0.41 - 0.60, moderate agreement; k values of 0.61 - 0.80, good agreement; «k values of 0.81
- 0.99, excellent agreement and « value of 1, perfect agreement (15). For inter-observer
agreement, the mean difference, 95% limits of agreement were calculated. Bland-Altman
plots were used to determine whether the difference was influenced by the magnitude of the
measurements (16,17).

The absolute differences PClypct-PClrer and PClypcr+mri-PClrer Were calculated
for reader 1 and compared using the non- parametric Wilcoxon signed-rank test for paired
data. Variation in sensitivity for reader 1 was studied using McNemar test. Agreement
between reader 1 evaluation and the standard of reference was assessed for each set with
the weighted Cohen « (kappa) statistic. All statistical tests were two-tailed and significance
was set at P <0.05.

RESULTS

The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and accuracy
of the two imaging sets for each reader depicting the presence of peritoneal implants in each
of the 13 regions are reported in Table 2. For both readers, the highest incremental value for
MRI in terms of sensitivity was observed for implants located in region 3 (upper left
quadrant); the sensitivity rose from 63% (10/16) to 81% (13/16) for reader 1 and from 44%
(7/16) to 81% (13/16) for Reader 2 (Fig. 2 and 3). For regions 0 (central quadrant) and 6
(pelvis) an increase in sensitivity was achieved only for Reader 1 (from 75% (15/20) to 90%
(18/20) and from 63% (12/19) to 79% (15/19)). In terms of specificity, there was no
significant improvement for Reader 1 and specificity decreased for Reader 2, especially in
regions 6 and 7 (pelvis and lower right quadrant) from 56% (5/9) to 33% (3/9) and from 82%
(9/11) to 55% (6/11), respectively.

Inter-observer agreement was moderate for both sets with a kappa value of 0.56
(95%Cl: 0.27-0.84) and 0.60 (95%CI: 0.32-0.88) respectively (Tables 3, 4). The limits of
agreement between the readers for each set are reported in Fig. 4.

Among the 190 regions with tumor implants found during surgery (mean: 6.8 regions
per patient), the number of involved regions preoperatively depicted with imaging increased
with the adjunct of MRI from 106 to 125 (P<0.001).Additional lesions were found on Set 2
by comparison with set 1 in 12/28 patients (43%). Concerning the incremental value of MRI,
the absolute difference PClyvpct+mri-PClrer, Was lower than PClypct-PClger (3.96+4.10vs
4.89+4.73; P=0.01). The difference increased with an overestimation in 1/28 patients (3%) for
Reader 1. PClupcr+mri Underestimated the actual PCI (i. e., PClger) in 16/28 patients (57%)
for reader 1. Agreement between each set and standard of reference is reported in Table 5.
Agreement was moderate for Set 1, (kappa = 0.47;95%CI: 0.21-0.72) and for Set 2, (kappa =
0.54;95%CI: 0.28-0.80).
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DISCUSSION

Our results show that sequential application of MDCT and MRI has an incremental value in
the preoperative estimate of PCl. We demonstrated the added value of MRI in terms of
increased sensitivity in regions 0 (central quadrant), 6 (pelvis) and region 3 (upper left
quadrant). We found also that this combination allows for an improved preoperative
quantitative evaluation of PCI.

PCluvpcT+mri-PClges sSignificantly decreased compared to PClypct-PClger indicating a
clear added value of MRI to approach surgical PCI. MRI identified more lesions than MDCT.
The specificity of MRI was, however, slightly decreased, especially for Reader 2 who was
more confident with MDCT than with MRI. Torkzad et al. reported a similar sensitivity and
no difference in terms of evaluation of PCl between MDCT and MRI alone with an
experienced reader (11). Conversely, Low et al. showed significantly better performances for
MRI alone as compared to MDCT alone in PC (9). After categorizing 22 patients in 3
categories: small volume tumor (PCI 0-9), moderate volume (PCI 10-20), and large volume
(PCI > 20), they reported an appropriate categorization of patients in 20 patients (91%) with
MRI and in 11 patients (50%) with MDCT only (9). They also reported a global sensitivity
and specificity of 95% and 70%, respectively, with MRI and 55% and 86%, respectively, with
MDCT. For Low et al., MRI was definitely superior to MDCT but in our study and for
Torkzad et al., the added value is less marked. The performances of MRI in the study by Low
et al. may be explained by a difference in experience of readers, which is a critical issue in
MRI of the peritoneum. Another difference is also the inclusion criteria; in the study by Low
et al., the majority of patients had appendiceal neoplasms with PMP (77%) (6,9). The added
value of MRI in PMP is well demonstrated as compared to PC from other origins, because of
the high signal of mucinous content and high contrast resolution of MRI (18). Moreover, our
results may be explained by a recruiting bias: our center is a tertiary referral center and a high
proportion of patients have already been operated on several times or previously received
chemotherapy. In the context of recurrence or partial response to chemotherapy, lesions are
often smaller or less attenuating on MDCT, with a decreased cellularity, which may impair
the performances of imaging (19).

In our study, we found that PCI was preoperatively underestimated in two thirds of
patients despite the combination of MRI with MDCT. Our results, however, show that the
added value of MRI is maximal for patients with an intermediate PCI. It is less marked for
patients with very high or very low PCI. We can assume that these patients are those for
whom a surgical strategy is more difficult to determine and for whom a better evaluation of
the disease is needed. Several studies have evaluated the added value of positron emission
tomography—computed tomography (PET-CT) in PC (20-22). They uniformly found that
PET-CT detects additional lesions compared to MDCT, but these additional lesions had a
limited impact on patient management. In our study, MRI seems to have the same limitation.
When grouping patients in 3 categories (low, intermediate and high PCI, which correspond
more or less to resectable / indeterminate / unresectable diseases), MRI resulted in correct
upstaging in only 3 patients and erroneous upstaging in 2 patients.

Indeed, another critical issue of preoperative staging is the overestimation of lesions,
which may erroneously mark a patient as inoperable who is actually operable. False-positive
findings are an issue that has also been reported for PET-CT in PC (20,21). Concerning MR,
false-positive findings are mainly caused by lesions detected with DWI. Although DWI has
shown great capacities in detecting malignancies in several organs such as the liver, it should
be interpreted with caution (23-26). Several causes of restricted diffusion have been reported,
which may mimic malignancy, including inflammatory nodes, abscesses or post-operative
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changes, especially at the site of the primary tumor in cases of metachronous PC. In our
experience, another cause of PCI overestimation irrespective of the imaging technique is that
some peritoneal thickening measuring more than 5 cm on imaging, which are scored at 3/3,
may be clusters of small individual nodules which are surgically scored from 1 to 2.
Moreover, fat stranding is difficult to score adequately on imaging and may correspond to
smaller lesions at surgery, with some retraction or fluid effusion.

Concerning the results according to PC origin, our results are consistent with those of
previous studies, with a global underscoring of PCI for PC from ovarian and digestive origins
(11,27,28). For PMP patients, the trend was most often up-scoring especially for reader 2 who
was less experienced to PMP on MRI. This is probably because PMP is rich in mucinous
component that is hyperintense on T2-weighted images, and thus easier to detect than other
types of PC with MRI, and the presence of ascites without solid component may be
erroneously considered as tumor lesions. For PC of ovarian origin, all studies and our results
uniformly found an underestimation of PC, mainly because tumor implants presented as small
and multi-nodular lesions rather than bulky masses (29,30).

Regarding inter-observer variability, we found a good to excellent inter-observer
agreement for both sets in regions 0, 1, 2, 3, 5, 7, and 8 and for global PCI evaluation. On the
contrary, interobserver agreement was poor for MDCT and MRI in regions 10 and 11 and
moderate in region 12. These results show that the regions near the small bowel serosa are the
most challenging and also that experienced readers do not have the same performance. These
findings suggest that multi-institutional studies with surgical correlation and specialized
clinical research groups are needed to improve the evaluation of PC. Other researchers have
reported similar results with a mild correlation between several readers for evaluation of PCI
with CT or MRI independently, but no study has ever evaluated the agreement between
readers for the combination of MDCT and MRI in such cases (28). Soussan et al. reported
good inter-observer agreement for MRI and excellent for PET-CT in PC (26).

Our study has several limitations. First, we included a limited number of patients in
this preliminary study. Using our correlation software, we tried to have a perfect correlation
with the surgical standard of reference. Third, the causes of PC in our study are
heterogeneous. This is because we wanted to evaluate the added value of MRI in the general
case of PC in terms of sensitivity and not for a specific pathology. We agree that further
multicenter studies dedicated to each specific etiology should be conducted with more focus
on the evaluation of standardized resectability criteria. Finally, patients were not given oral
contrast material prior to MDCT and MRI examinations. Further researches are thus needed
to assess the value of enteral contrast agents that might help better depict small bowel serosal
implants.

In conclusion, the combination of MDCT and MRI improves the performances of experienced
readers in the preoperative estimation of PCI by comparison to MDCT alone.
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Table 1: Peritoneal MRI protocol at 1.5 Tesla

MR sequence (LF:) (;E) Matrix Nex Th(ir%ﬁf 55 ((ananﬁ)) RFLC))( Xéf(rgl)_'
Axial T2-WI 580 80 324x252 1 6 0.9 39x27.9x27.9
Axial TI-WIWATS 252 5 260 x 168 1 6 1  39x28.2x27.9
Axial DWIBS 12050 75 152 x 150 7 6 1  37.5x30x24.4
Axial T1-WI IV+ 252 5 260 x 168 1 6 1  39x28.2x27.9
Coronal T1-WI IV+ 106 5.3 260x123 2 6 1 28.2x23.9x39

Notes. TR indicates repetition time; TE indicates echo time; FOV indicates field of view; Nex
indicates number of signal averaging; WI indicates weighted images; DWIBS indicates
diffusion-weighted MRI with background body signal suppression; WATS indicates water
only selection; 1V+ indicates after intravenous administration of a gadolinium chelate.
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Table 2A. Sensitivity (Se), specificity (Sp), positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV) and accuracy (Ac) for each region (Reg) for reader 1.

MDCT only (Set 1) MDCT + MRI (Set 2)

Se Sp PPV NPV Ac Se Sp PPV NPV  Ac
Region0 075 088 094 058 079 | 090 088 095 0.78 0.89
Reg 1 071 100 100 069 082 | 0.82 1.00 100 079 0.89
Reg 2 08 087 08 087 086 | 092 087 08 093 0.89
Reg 3 0.63 058 0.67 054 061 | 081 050 068 067 0.68
Reg 4 043 093 08 062 068 | 050 093 088 065 0.71
Reg 5 0.67 077 0.77 067 071 | 073 077 079 071 0.5
Reg 6 063 100 1.00 056 075 | 0.79 1.00 100 0.69 0.86
Reg 7 065 064 073 054 064 | 076 064 076 064 0.71
Reg 8 036 094 08 070 071 | 045 094 083 073 0.75
Reg 9 036 093 083 059 064 | 043 08 075 060 0.64
Reg 10 033 09 07 075 075|033 09 075 075 0.75
Reg 11 0.7 100 1.00 062 064 | 017 094 067 060 061
Reg 12 038 093 083 064 068 | 046 093 08 067 0.71
Table 2B. Sensitivity (Se), specificity (Sp), positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV) and accuracy (Ac) for each region (Reg) for reader 2.

MDCT only (Set 1) MDCT + MRI (Set 2)

Se Sp PPV NPV Ac Se Sp PPV NPV  Ac
Region0 0.70 0.75 088 050 0.71 0.70 0.75 088 050 0.71
Reg 1 0.76 073 081 067 0.75 0.88 064 079 0.78 0.79
Reg 2 077 087 083 081 082 0.85 0.67 069 083 0.75
Reg 3 044 083 0.78 053 061 0.81 075 081 0.75 0.79
Reg 4 057 093 089 068 0.75 0.64 079 075 069 071
Reg 5 053 085 080 061 0.68 0.60 0.77 075 0.63 0.68
Reg 6 095 056 082 083 0382 0.95 033 075 075 0.75
Reg 7 059 082 083 056 0.68 0.71 055 071 055 0.64
Reg 8 036 094 080 070 0.71 0.45 082 063 0.70 0.68
Reg 9 064 093 09 072 0.79 0.64 086 082 071 0.75
Reg 10 056 089 071 081 0.79 0.56 084 063 080 0.75
Reg 11 033 100 100 067 071 0.33 1.00 100 067 0.71
Reg 12 054 093 088 070 0.75 0.62 093 089 0.74 0.79

163



Table 3. Inter-observer agreement between two independent readers in 28 patients

with peritoneal carcinomatosis

Reader 2
0<PClypcT <11 11 <PClyper <21 21 <PClvpct Total
Reader 1
0 <PClypct<11 17 3 0 20
11<PClypct <21 1 3 2 6
21< PClypet 0 0 2 2
Total 18 6 4 28

Note. A kappa value of 0.56 (95%CI: 0.27-0.84) indicates mild inter-observer agreement:

Reader 2
0< PClympcr+mri <11 11 <PClypcr+mri <21 21 < PClypcr+vri Total
Reader 1
0 <PClypcr+mrr <11 15 4 0 19
11<PClypcr+mrr <21 1 4 1 6
21< PClypcTt+MrI 0 0 3 3
Total 16 8 4 28

Note. A kappa value of 0.60 (95%CI: 0.32-0.88) indicates mild inter-observer agreement:
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Table 4. Inter-observer agreement for PCI evaluation for each region.

Mean difference

95% limits of agreement

Set1l
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region 10
Region 11
Region 12
Global PCI

O©Coo~NOoOOlThWDNEF O

Set 2
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region 10
Region 11
Region 12
Global PCI

oo ~NooThk~wWwNE O

-0.07+0.98
0.29+1.01
-0.04+0.79
-0.25+0.84
0.18+0.94
-0.14+1.04
1.00+1.22
-0.18+0.94
-0.04+0.92
0.36+0.87
0.43+1.10
0.29+0.90
0.07+0.94
1.89+5.35

-0.21+1.07
0.36+1.06
0.07+0.86
-0.18+0.82
0.25+0.97
-0.07£1.05
0.71+1.08
-0.07+0.90
0.00+0.67
0.32+0.90
0.46x1.10
0.25+0.93
0.14+1.11
2.04+4.58

-1.9910 1.85
-1.70 to 2.27
-1.59t0 1.52
-1.90 to 1.40
-1.67 to 2.03
-2.191t01.90
-1.39t0 3.39
-2.03t0 1.67
-1.84t0 1.77
-1.351t0 2.06
-1.73 10 2.59
-1.47 t0 2.04
-1.77t01.91
-8.59t0 12.38

-2.30to0 1.88
-1.72 t0 2.44
-1.61to0 1.75
-1.78 t0 1.43
-1.65t0 2.15
-2.1310 1.99
-1.41t0 2.84
-1.83t0 1.69
-1.31t0 1.31
-1.45t0 2.09
-1.70 to 2.63
-1.57 to 2.07
-2.04 t0 2.32
-6.95t0 11.02
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Table 5. Agreement between Reader 1 and surgical exploration.

standard of
reference 0< PClre<11 11 <PClges <21 21 <PClges  Total
Reader 1

0 <PClupct<11 16 3 1 20
: 11< PClypct <21 0 2 4 6
oy] 21< PClypet 0 0 2 2
Total 16 5 7 28
N 0 <PClvpct+mri<11l 16 3 0 19
= 11< PClvpct+mrl <21 0 2 4 6
2 21< PClyvpcT+MRI 0 0 3 3
Total 16 5 7 28

Note. For Set 1, mild agreement: kappa = 0.47+0.13 [0.21-0.72]. For Set 2, mild agreement:
kappa = 0.54+0.13 [0.28-0.80].
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Figure legends

Figure 1. Screenshot of the automatized online reporting system.

s Start a New Evaluation

ores Description

¥ Contact Us A\ Disclaimer

* If your browser does

not support the image
script, use the following

menu

Regions v

- Please choose the involved anatomic structures at the bottom of this page

Peritoneal implant(s)

00 01 ®2 O3
(O+than3

Thickening of visceral /
parietal peritoneum

(ONo (@ Yes

Infiltration of adipose
tissue

@No (OYes

Mucinous / Ascites fluid

(O None
(® Minimal vol.
M\ Sionifirant unl

Largest positive implant
(mm):

Tumoral probability

Certain
4

Tissue adhesion
Confluent disease
Scalloping
Calcified

Length of the thickening
(mm):

Tissue adhesion

Tumoral probability

Certain

Diffuse thickening

Tumoral probability
Focal Diffuse Certain
Retraction

@Free O loculated Tumoral probability

Doubtful

167

Diffusion weighted imaging
Hyperintensity

@No (O)Yes

Diffusion weighted imaging
Hyperintensity

@®No (OYes

Diffusion weighted imaging
Hyperintensity
No Yes

Diffusion weighted imaging
Hyperintensity

@®@No (O Yes

PCI=7/39

Region0:
Region1:
Region2:
Region 3
Region4:
Region 5
Region6:
Region7
Region8:
Region 9:
Region10:1
Region 11:0
Region 12:0

LhOWOOOOOo M

Other Scores

Gilly = Stage NA/4
SPCl=NA/21

1



Figure 2. 54-year-old man with peritoneal carcinomatosis from colorectal cancer and a
surgical PCI of 16/39.

A. MDCT shows isoattenuating nodule (arrow) abutting the small bowel, that was not
detected by both readers on MDCT.

B. Diffusion weighted MR image (b=1000 s/mm?) shows hyperintense nodule indicating
restricted diffusion (arrow).

C. On T2-weighted image, the nodule (arrow) is hypointense.

D. On fat-suppressed T1-weighted image obtained after intravenous administration of a
gadolinium chelate the nodule shows enhancement. The nodule was detected on MRI by both

readers: For reader 1, the PCI was 11/36 with imaging set 1 and 12/36 with imaging set 2;

For reader 2, the PCI was 6/39 with imaging set 1 and 10/39 with imaging set 2.
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Figure 3. 64-year-old patient with pseudomyxoma peritonei and surgical PCI of 21/39

A. Undetected parietal involvement on MDCT by both readers (arrow)

B. Detection of a diffuse parietal thickening (arrows) scored 3/3 by both readers on MRI. For
reader 1, the was 18/36 with imaging set 1 and 20/36 with imaging set 2; For reader 2, the

PClI was 13/39 with imaging set 1 and 17/39 with imaging set 2.
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Figure 4. Bland-Altman plots show interobserver agreement for set 1 (A) and set 2 (B)
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Annexe n°2 : PHRC-K POSITIF

I1 s’agit d’une Proposition d’étude nationale multicentrique prospective sur
I’évaluation de la réponse a la chimiothérapie dans la carcinose péritonéale chez les patients
candidats a la chirurgie de cytoréduction avec CHIP (projet déposé au PHRC-K 2016)

Full title PredictiOn of 3-years Survlval and response after neoadjuvant therapy
In peritoneal carcinomaTosis from colorectal origln using Functional
imaging.

Acronym POSITIFO1

Sponsor Assistance Publique — Hopitaux de Paris

Scientific Tumor response to neoadjuvant chemotherapy is an independent

justification

predictive factor of better outcome in patients with peritoneal
carcinomatosis (PC) from colorectal origin

Primary objective
and assessment

To assess the capability of changes in functional imaging parameters
(FIP) (DWIMRI, ®FDG-PET/CT and texture analysis on CT, DWIMR

criterion and or ®FDG-PET images) after neoadjuvant chemotherapy to predict
the overall 3 years survival in patients with PC candidates for CRS
with HIPEC.
The main judgement criterion will be PC related mortality at three
years.

Secondary Secondary objectives

objectives and
assessment criteria

- To assess the capability of changes in FIP

1. To evaluate pathological response at the time of surgery

2. To predict outcome of patients categorized into four categories:
complete surgical resection and long term survival with no
recurrence, complete surgical resection and recurrence,
incomplete  surgical resection, and progression under
neoadjuvant chemotherapy impairing surgery

- To assess the capability of FIP at baseline evaluation to predict:

1. The pathological response at the time of surgery

2. The objective morphological response according to the
classical criteria (RECIST1.1, blood markers)

3. The overall 3 years survival in patients with PC candidates for
CRS with HIPEC.

4. Outcome of patients categorized into four categories: complete
surgical resection and long term survival with no recurrence,
complete surgical resection and recurrence, incomplete surgical
resection, and progression under neoadjuvant chemotherapy
impairing surgery.

- To evaluate separately the prognostic value of FIP in patients with

little PCI (below 10) and with a high PCI (above 10)

- Correlation between radiological and surgical PCI

Secondary end points
1. Pathological grading of response: it will be possible in 95% of
the patients included (because only 5% of patients do not have
surgery finally in our experience).
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2. Obijective response according to RECIST 1.1 criteria at the end
of neoadjuvant chemotherapy

3. CRS performed or not

4. Progression under neoadjuvant chemotherapy impairing
surgery

5. Complete/incomplete CRS with/without HIPEC on operating
report

6. Recurrence during follow-up

7. Surgical PCI

Experimental
design

A prospective multicentric interventional cohort study for the
beginning and an observational multicentric cohort study for the
follow-up. Patients will have at baseline, prior to neoadjuvant
treatment, an abdominopelvic CT, DWIMRI, and *FDG-PET/CT in
one of the 5 recruiting centers and this evaluation will be repeated at
the end of neoadjuvant chemotherapy. Examinations carried out are
already used for the monitoring of patients with PC treated by
chemotherapy in reference centers and considered as part of routine
care, except the initial MRI and ‘®FDG-PET/CT which are non-
invasive.

Population
involved

Patient with PC from colorectal origin candidates for CRS with HIPEC

Inclusion criteria

- Older than 18 years

- Referred to a tertiary reference center

- WHO status <2

- Signed informed consent

- PC from CRC with histological proof

- Receive 3 months of neoadjuvant chemotherapy (6 cycles + 1
cycle) among the following:

- Fluoropyrimidine and oxaliplatin (FOLFOX or XELOX) +
bevacizumab

- Fluoropyrimidine and oxaliplatin (FOLFOX or XELOX) +
anti-EGFR antibody

- Fluoropyrimidine and CPT11 (FOLFIRI) * bevacizumab

- Fluoropyrimidine and CPT11 (FOLFIRI) + anti-EGFR
antibody

- Fluoropyrimidine and oxaliplatin and CPT11
(FOLFIRINOX) * bevacizumab

- Be candidates for CRS with HIPEC at the end of the chemotherapy:
in tertiary reference centers (more than 50 HIPEC per year), only
5% of patients planned for surgery are not operated finally because
of major progression of the disease. These patients will be also
included.

- Patients are candidates for HIPEC if they have PC only or PC with
limited number of liver metastasis or lung metastasis (no more than
one other site of metastases besides the peritoneum)

- Not have chemotherapy for PC prior to the inclusion. Adjuvant
chemotherapy after resection of the primary tumor is possible if it is
finished since more than 6 months at the time of inclusion.

- Have at least one measurable peritoneal lesion (target lesions must
be at least 10 mm? in size)
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Non-inclusion
criteria

- Rare malignant peritoneal tumors: pseudomyxoma peritonei,
mesothelioma peritonei and sarcomatosis peritonei.

- Contraindication to the chemotherapy (pregnancy,
impairment of cardiac, renal or liver function)

- Major alterations of blood tests (neutrophil < 1500/mm3, platelet
count < 100 000 /mm3, hemoglobin < 9 g/dL, bilirubin total > 1.5
N, estimated glomerular filtration rate < 60 mL/min)

- Cardiac impairment: uncontrolled hypertension, myocardial
infarction in the 6 preceding months, heart failure with Reduced
left ventricular ejection fraction (<45%).

- More than 2 metastatic sites

- Follow-up not possible for psychological or geographical reasons

allergy,

Other procedures
added by the
research

Baseline MRI with diffusion weighted images (DWIMRI) the day of
inclusion. Baseline ®FDG-PET/CT in the first week after inclusion.

Risks added by the
research

DWIMRI is non-invasive, non-radiating and do not require
administration of intra-venous contrast. **FDG-PET/CT is non-
invasive and already used is every day practice to rule-out extra-
peritoneal pathology pre-operatively.

Number of subjects
chosen

180 (A rate of 5% of inconclusive or infeasible MRI and *°FDG-
PET/CT has been taken into account).

Number of centres

5 (nationale study)

Research period

- Anticipated inclusion duration: 18 months (78 weeks)
- Duration of participation : 36 months (156 weeks)
- Total duration : 54 months (244 weeks)

Number of
inclusions expected
per center and per
month

2-3

Statistical analysis

The primary analysis is based on the full analysis set_population and
the primary endpoint that is the three year overall survival.

The potential predictive values of changes in quantitative FIP
evaluated with functional imaging after chemotherapy compared to
baseline will be evaluated using a multivariate Cox analysis model.
To test the specific benefit of FIP in addition to information based on
usual evaluation of patients, variables already known to affect overall
survival will be forced in this model.

A sample size of N=180 patients will allow a 80% power to detect a
potential role of a DMWRI parameters as a predictor of response with
an odds ratio = 2 by a multivariate logistic regression at a 5% two-
sided significance level and considering a squared multiple correlation
of variables in the model at 20%. (A rate of 5% of inconclusive or
infeasible MRI or *®FDG-PET/CT has been taken into account).

Funding source

PHRC-INCA
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Annexe n°3 : TDM de perfusion chez la souris

Dynamic Contrast enhanced CT-scan experiments — Work in progress

Then we tried to perform dynamic contrast-enhanced CT (DCE-CT) with a clinical CT-
scanner. To date, DCE imaging using CT or MRI have been used to assess in vivo
angiogenesis by monitoring changes in tumor physiology and heterogeneity in response to
anti-angiogenic therapies.

One of our main issues was vascular access in nude mice which may be very difficult and

time consuming. We first tried to implant a venous access device (Microport for Vascular

Access, Braintree Scientific, Inc.) (Fig. 1).

Figure 1. (A) Surgical implantation of the venous access device. (B) Post implantation
control X-rays.

The time needed for implantation and the cost of the device (80€ each piece) led us to
seek an alternative. We finally managed to catheterize mice tail with a 27 Gauges butterfly
catheter (Harvard Apparatus®).

After that, we needed a programmable infusion pump to inject a small quantity of contrast
at very low rate (about 0,5 mL/minute). The cost of commercially available devices led us to

design a “home-made” micro-injector with Lego Technic® (Fig. 2, 3).
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Figure 2. “Home-made” micro-injector. Four rates of injection are available (zoom on

the gearbox).

Figure 3. Catheterization of mouse tail connected to the infusion pump.

Preliminary experiment: each mouse was anesthetized with intraperitoneal injection of
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). A 27 gauge butterfly catheter flushed with
heparin and filled with Xenetix® 300 (Guerbet) was inserted into the tail vein and secured
(fig. 3). The mouse was positioned within a clinical multi-slice CT scanner (Sensation 64,
Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) to contain the whole body of the mouse (fig 4.). A
0,2 bolus of contrast agent was infused intravenously at a rate of 0,5 mL/min using the”
home-made micro-injector”, and CT images (80kV, 80 mAs, 3x2,4-mm slices) were acquired

every second over a 60 seconds time frame (fig. 5).
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Figure 5. Dynamic contrast-enhanced CT images. (A) Early acquisition showing

enhancement of heat (arrow) and superior vena cava. (B) Venous phase: enhancement of the
liver (arrow). Contrast in the bladder is secondary to a previous injection. (C) Later phase:
enhancement of left kidney (arrow). (D) Example of parametric map that could be obtained
(body PCT®, Siemens healthcare).
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Diagnostic, caractérisation et suivi de la carcinose péeritonéale -

apports de I'imagerie fonctionnelle

RESUME

L’évaluation de la carcinose péritonéale (CP) reste difficile et peu standardisée. Nous
avons évalué différentes techniques de suivi de la CP en imagerie fonctionnelle, afin de mieux
comprendre 1I’évolution microcirculatoire de la maladie, la valeur des différents biomarqueurs
disponibles et essayer de construite une méthodologie d’évaluation multiparamétrique
fonctionnelle.

Le pseudomyxome péritonéale (PMP) est une tumeur rare du péritoine, au sein de
laquelle 1’angiogenése tumorale semble jouer un role prépondérant. Nous avons établi un
modeéle murin orthotopique de PMP. Nous avons suivi la perfusion tumorale par échographie
Doppler de ’artére mésentérique supérieure (AMS), et montré une accélération des flux au
sein de I’AMS accompagnant le développement de la tumeur, ainsi qu’une diminution de ces
flux chez les souris traitées par bévacizumab.

Puis, nous avons évalué la microcirculation au sein méme de la tumeur. Nous avons
ainsi pu montrer dans le modéle murin de PMP et dans un modéle de carcinose murine une
bonne reproductibilité pour mesurer la valeur du coefficient apparent de diffusion dans la
tumeur ainsi que les parametres de microcirculation extraits par la méthode Intra-Voxel
Incoherent Motion (IVIM) en utilisant une séquence d’imagerie par résonance magnétique
(IRM) de type HASTE avec un équipement clinique standard a 1.5T. Nous avons ensuite
appliqué la méthode IVIM pour le suivi de PMP de souris traitée par anti-angiogénique
(sorafénib). Nous avons montré a 3 semaines de traitement, une diminution de la fraction de
perfusion intra-tumorale ainsi qu’une diminution du coefficient de diffusion lié a la perfusion
chez les souris traitées, sans différence significative de taille de la tumeur entre les souris
traitées et non traitées.

L’application de ces méthodes d’imagerie fonctionnelle, combinées entre elles
pourraient permettre de construire des modeles prédictifs et de suivi chez les patients atteints
de PMP et de proposer des stratégies thérapeutiques personnalisées tres precocement au cours
de la maladie.
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