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Liste des abréviations:

8eDG: 18fluoro-désoxyglucose
ADC: coefficient apparent de diffusion

AIF: fonction dbéentr®e art®rielle (Arter

ASL : arterial spin labelling

BOLD : Blood Oxygen Level Dependant

CHIP: chimiothérapie hyperthermique intrapéritonéale
CP: carcinose péritonéale

CSM: cellules souches mésenchymateuse

D : coefficient de diffusion pure»

D* : coefficient de seudediffusion » ou «diffusion liée a la perfusion
DCE_: injection dynamique de produit de contraste (Dynamic contrast enhanced)
DMV : densité micrevasculéare

EPI : echo-planarimaging

FSE or TSE fast or turbo spin echo

HASTE : half-Fourieracquisitionsingle-shot turbo spin-echo
ICP: index de carcinose péritonéale

IRM : imagerie par résonnance magnétique

IVIM : intravoxelincoherentmotion

Ktrans: constante de perméabilité capillaire

OCT : Optimal cutting temperature

PMP: pseudomyxome péritonéale

RECIST: Responsevaluationcriteria in solid tumor

SCID: severe combined immunodeficiency

SUV: standard uptake value

TDM: tomodensitométrie

TEP : tomographie par émission de positrons

u.a.: unités arbitraires

US: échographie (ultrasound)

Ve : volume interstitiel

VEGF: Vasculaendothelialgrowth factor

VPF : vascular permeability factor

WT: type sauvage (Wild Type)



Diagnostic, caractérsation et suivi de la carcinose péritonéale

apports de I'imagerie fonctionnelle

RESUME

L6 ®v a | dedatcaranose péritonéale (ORyte difficile et peu standardisée. Nous
avons évaladifféerentes techniques de suivi de la CP en imagerie foneiienafin de mieux
comprendre | 6®vol ution mi cr o cifféreatsibloraarqaeurs e d e
di sponi bl es et essayer de construite une |
fonctionnelle.

Le pseudomyxome péritonéale (PMP) aee tumeur rare du péritoine, au sein de
| aqguell e | 6angiogen se tumor aNow awrsttablilue | oue
modelemurin orthotopiqguede PMP.Nous avonsuvi la perfusion tumoralegr échographie
Doppler de | 6ar t ureeAMB)Resnontté@e acoélérationsdespfl@x au e
sein de | 6AMS accompagnan,t diensdi®ved @wprpe meinmi
flux chez les souris traité@ar bévacizumab.

Puis nous avons évadua microcirculationau seinmémede la tumeurNous avons
ainsi pu montrer dans le modéle murin de PMP et dans un modéle de carcinose neurine un
bome reproductibilité pour mesurer la valeur du coefficient apparent de diffusion dans la
tumeur ainsi que les paramétres de microcirculation extpait la méthode Intr&/oxel
Incoherent Motion (IVIM)en utilisant une séquencké i mager i e par r®sona
(IRM) de type HASTEavec un équipemerdiinique standarda 1.5T Nous avons ensuite
appliqué laméthodelVIM pour le suivi dePMP desouris traitée par antiangiogénique
(sorafénil). Nous avonsnontréa 3 semaines de traitement, une diminution de la fraction de
perfusionintra-tumoraleainsiq u G diminution du coefficient ddiffusion lié a la perfusion
chez les souris traitées, sans différenigmificative de taille de la tumeur entre Issuris
traitées et non traitées

L application dec e s m®t hodes ddéi mageri e fonction
pourraent permettre de construire des modeles prédictifs et de suivieh@atients atteints
de PMPetde proposer des stratégies thérapeutspersonnalisées trggécocemendu cours
de la maladie.



Diagnostic, caractérisation et suivi de la carcinose péritonéale

apports de I'imagerie fonctionnelle

1. Introduction :

1.1 Le péritoine normal ettumoral

1.1.1 Physiologie dupéritoine

Le péritoine est une structure complexe d o n't l a surfac® est
compos®e doune s mésothElales ret@ivraotee | mMembraae basale et un
tissue conjonctifiche en vaisseaux sanguins et lymphnagis(1). C6est un feuil |l et
continy dont la portion viscérale recouvre les organetsla portion pariétal la paroi
abdominalgFigure 1).L 6 wesrdles principauwdu péritoineest de permettre le glissement
sans friction des organes digestihobiles entre euxll assure lasécrétiondu liquide
meésothéligl qui circule dans le sens horairet agit comme une barriere, notamment au
passage des macroléoules.C6 est une meem@abla qguepermet onie diffusion
rapide du liquide et des petites molécules mais limite la diffusion des grosses mofanles.
épaisseur est de 90 p@ertaines macromolécules sont secréigaitu telles que le CAL25
et leur concentratiory estbien plus élevée que dans le plasma san)inl joue aussi un
rtl e dans | a d®f ense i mmunitaire notamment e
d 6 a g r eLessdellules. mésothéliales participent aussi activendetd régulation des
échange®ntre les vaisseaux et le milieu extracellul@iteavers les jonctionde typegap et
le transportvésiculaire Le péritoine intact est imperméable a la diffusion de gaz tels que le
CQO; (3). Il a longtempsété considéré comme une simple enveloppe recouvrant les visceres
al or s 6pepdédlitéd hwrgane a part entieretd @ne barriére contre la dissémination
tumoraleet 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 systeme immunitaire spéciflopemode de
dissémnation de la carcinose péritonédleP) secondairequi se fait le plus souvent de
proche en pr oc he apraverdelpdritoigewesi enrparte & ce e dee u r
barriére physiologiqué4, 6). Le role des lymphocytes (CD4+ et CD87 dans la fonction du

péritoine ainsi que des macrophages ssétéréep ar pl usi eurs ®tudes ma



encore été identifi¢7-9). Des études sur des modéles animaux ont mis en évidence une
efficacité de certaines immo-toxinescontreles processus tumoraux peéritonégi). Son

r6le et son fonctionnememéstent toutefois,a ce jouy encoreincompléetementompris.

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

Figure 1.Anatomie normad du péritoine

1.1.2 La carcinose péritonéale

La CP est la dissémination de cellules tumorales dans la cavité péritohéme
tumeursmalignesprimitives du péritoine sontrares i | priscipaegnentdu mésothéliome
péritonéal Le plus souventla CP est secondaire a une tumeur primiivé or i gi ne di g€

ou gynécologique. Historiquement, la @Rit considéré comme une phase terminale de la



maladieet étaitt r ai t ®e de f a- on gueie limitéedeb,2meois(81nl2)r ai s on
La CP estprésentechez environ 7% des patients opérés pour cancer colorectal et apparait
apres traitemerthirurgical a visée curative chez 4 a 19% des patients au cours d{lL8uivi

14).

Les mécanismede survenuelela CP sonta ce jour mal compris, mais les anciennes
théoriesqui la considéraientomme unesimple dssémination parcontiguitédestumeurs
digestivesperforées ou des tumeurs/ariennes(les ovairesétant intrapéritonéaux) ne
peuvent pas expliquer camesCP secondairg en particulier cellesurvenant au courde
certaines tumeurs du s€ibb, 16). | | néy a presque jamais de p®n
les structures sotjacentes du péritoine. Cela est probablement di & 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 orgafE’). Depuis les années 199@ survie de ces patients a été
transformée grace @ne nouvelle approche thérapeutique utilisant un traitement locorégional
agresdi propose par Paul Sugarbak@®8, 19). Ce traitementcombire une chirurgie de
cytoréduction tumoralema x i mal e sui vi e doune chimiot h®r
péritonéalgeropératoird CHIP) (12, 20-23).

1.1.2.1Angiogenese dans la carcinose péritonéale

Des études récentes ont amené a consit@P comme un processus métastatique

complexe impliguant les mémes mécanismes que ceux décrit paahaiad Weinberg(24,

25). En particulier le développement des cellules tumorales ne se fait pas au hasard, mais au

s e i n mitianvironnementumoralou sedéveloppeune néeangiaenése tumorale enh
échappemerdu contréle immunitaird. 6 angi ogen se est | e m®cani s
tumorales vont induire la croissance de-masseaux pour subvenir a leurs besoinsuscen

nutri ments et oXyg ne. Léacqui siti-vagsealre cett
est une des caract®ristiqgues des csusllaul es t
dépendance de factsude croissance prangiogéniques (VEGF, RBF , FGFé) et a
angiog®ni gues (angiostatine, t hrombospondi ne
croissance régulent la formation des vaisseaux. Il existe des processus physiologiques ou
pathologiques dans lesquels cet équilibrenesdifié, comme par exemple leicatrisationou

la rétinopathie diabétique

1C



Certainsde cesfacteurs de croissanceotamment le vascular endothelial growth
factor (VEGF), leplateletderived growth facto(PDGF), letransforming growth factobeta
(TGFbéta) sonttimulés au cours de nombreux développements tumoraux et pourraient avoir
un réledans le développement d€® et dans la formation de la nichepro-métastatique
péritonéalg26-31).

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

Figure22.M®c ani smes de | 6onc &Wyeinbergi2d, 23916 apr s Ha

Alaphag i nitiale du d®vel oppement tumoral,
di ffusi on. Elles vont croitre en amiss jusqu
dela de laquelle la croissance va nécessiter le recrutement et la formation deuxiouvea
vaisseaux ¢ 06 eswitch dngiogéqique décrit par Folkman en 19732). Cette étape de
la cancérogenésest indispensable au développement tumorat @ tumeur primitivemais
aussi poutes lésions a distance. Au cours dewitch angiogénique, la balance entre les
facteurs pro et antingiogéniques va étre désequilibrée en faveur des molécules pro
angiogéniquegFigure 3)(33). La sécrétion de factesipro-angiogéniques va étre favorisée
par | 6 hyp o xpaedestmodifisationsagétigaes autsein du génome des cellules
tumorales, intéressant certainsprotm c o g nes ¢l ®s t(84).6CesfpateriE GFR o
pro-angiogéniques son sécrétés par la cellule tumorale ei€me, ou par son

11



microenvironnementumoralc o mme cel a a ®t ® d®montr ® dans

(35).

Nature Reviews | Cancer

Figure 3. Balance entre les molécules proet@tigi og®ni gues d@d)pr s B
Le déréglement de la balance va faire basculer la celluleralenquiescente dans la phase

angiogeénique.

Dans |l es tumeurs solides, | a phase de <cro
processus de dissémination métastatique sont largement dépendants de la fornwdsn de
nouveaux vaisseaux, sans lesquels s cel |l ul es tumorales demeur
néovaisseaux tumoraux assurent les apports en nutriments, oxygene et facteurs de croissance
indispensables a la croissance de la tumeur primitive, maisaasssissémination a distance.

Le proces us d 6 ase geifait gag deux mécanismés bourgeonnement des vaisseaux
sanguins préexistantsgrouting et | e recrutement et | 6incorp
aux vaisseaux en formation. Parmi les facteurs angiogéniques identifiés, [ &Ge

r®gul ateur c¢cl ® de | 6angiogen se tumorale. Ce

par les cellules tumorales et va agia sa fixation, active deux récepteurs VEGFR1 et

12



VEGFR2. Léactivati on de c edépenglate estiue éléthent si gn
favorisant | a migration, l a survie et l a pr
prot ® nases conduisant ~ un remodel age de |

perméabilité vasculaire et le maintien de la Budes vaisseaux néoform@l).

L éngiogenéseumoralediffere d e angidgenésghysiologiquecar les néovaisseaux
tumorauxont souvent une architecture aberranteg perméabilitécapillaire anormalement
augnentée une maturationretardée et des interactions éicyte-cellule endothéliale
altéréesAlors que Is vaisseauxi ndui t s par | 6 angidevigmment s e p
rapidement matures et stables,iésvaisseaux tumoraux vont avoir une formréguliere et
des contows tortueux. Le réseau vasculaire est anarchique est irrégulier, sans organisation
structurée en veinuwg artérioles et capillairesCe réseau est volontiers hémorragique avec
une fuite capillaire élevée, car le VEGF joue aussi un réle dmngtgulationde la
perméabilitécapillaire (il est aussi appelé le vascular permeability factor, \(B§)) Les
cellules de soutien péviasculaire vont étre moins denses avec des contacts plus laches. Des
cellules tumorales peuvent vvaisseau 37s Gertaines®gr er
tumeurs vont °tre capables dbéenvoyer des sig

de la moelle osseug28, 39).

1.1.2.2 Réle desprogéniteurs endothéliaux:

Léangiogen se a |l ongtemps ®t ® consi d®r ®e
assuré par le bourgeonnement des vaisspaexistants, résultant de la prolifération et de la
migration des cellules endothélialesPlusieursétudes ont suggéré que des précurseurs
endothéliaux circulants pourraient étre recrutés, a distance des processus tumoraux et
participerala néeangiogmése tumoralét0-42). Ces progéniteurs endothéliaux, sont sésrété
par la moelle osseuse, circulent dans le sang et seraient capables dgarsgesite tunoral
(43-45).

Lyden et al. ontdémontré que ces mémesogéniteurspouvaient participer a la
croissancetumorale, ala nécangiogenesdumorale a la formation @ ne «niche pre
métastatigue et au développement desétastase$38). Dans cette étude,les auteursont
utilisés des sourisknockout, chez lesquels les génes impks dans la mobilisation et

l i ncorporation membr anaire des r antegiet eur s

13



désactivé (d1"'1d3'"") (38). Chez ces souris, itntirradiéla moelle osseusafin de détruire

leurs progéniteurs endothéliaux hématopoiétiqu@satregroupes ont été constés, et dans

chacun des groupeis ont greffé en intradermique des cellules tumorales de lymphomes et

des ellules de carcinome puonaire:

- Groupel: souris irradiés (d171d3'"), greffées avec la moelle osseuse des souris
mutantesayant le récepteur au VEGF inactivél(" 1d3'").

- Groupe 2: souris irradiées1g1”'1d3'"), greffées avec la moelle osseuse des souris
sauvageayant le récepteur au VEGF actif (WT)

- Groupe 3 souris irradiéesid1™ 1d3'") non greffées

- Groupe 4: souris non mutanggwt) irradiéesgreffées avec la moelle osseuse des souris
mutantes ayant le récepteur au VEGF inactig&'f 1d3'").

Les tumeu s rmpésqun $e développer chez les souris ténmmpiasi néont pas r
moelle osseuse, et déficientes en récepteur au \(B@Epe3). En revanchegchez les souris
ayant recu une moelle osseuse exprimant le récepteur au VEGF (groege@)eurs ot pu
se développer normalement. De plus, les auteurs ont pu mettre en évidence des cellules de la
moelle osseuse grefféee (WT) dans les -mi#igseaux et le lit capillaire de la tumeur
intradermique. Dans le groupe 1, les souris ont regu une moelle ossswsede souris
mutanteslf1”'1d3") noéexpri mant pas |l e r®cepteur au V
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 reproduitans plusieurs études, notamment dans des modeéles
orthotopiques de métastases hépatiqd6s47). lls montrentque les cellules tumorales vont
recruter des prog®niteurs endoth®liaux de |
sont nécessasea U d®vel oppement d e Led eellulgs emdptbéhiales e | o
circulantes et les progéniteursdethéliaux circulantpourraient donétre considérésomme
de potentieldbiomarqueurs de I'angiogeneése tumoraks études sur la valeur pronostique
des progéniteurs endothéliaux circulantt des cellules endothéliales circulantes sont
nombreuses danse I cancer du sein4850). Dans le cancer colorectal en situation
métastatique, il a été rapporté une corrélation entre un taux élevégdmiteurs endothéliaux
circulantsou de cellules endothéliales circulantes et la réponse tumorale apres bévacizumab

a i n saveclajsurgie global€51-53).
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1.1.2.3 Progéniteurs endothéliaux €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 in{G&le55). La tumeur
primitive serait uhe r miche prgnétdsthtigue ded irendhntlé r e
mi croenvironnement de | 6organe ci hnetastages.opi ce
Les cellules tumorales sécretent du VE®F des chimiokines qui vont provoquer le
recrutement,l 6 a c t iev la tmohilisation de cellules progénitrices hématopoiétiques
expriment le récepteur au VEGF (VEGFRans la moelle osseuse. Celé vont migrer vers
|l es sites m®t ast atnegpient colonisépardes celluas tomeoralgett 6 i | s
sOi ncor por er aéri-easculaires Ellessvont alarsaintepagir avec les cellyles
notamment les fibroblastest la matrice extracellaire. Cette activation locale du stroma,
ainsi gue | 6augmentation de | a perm®abilit®
captation des cellules tumorales circulantes par la nichemptastasique.

1.1.2.4 Le microenvironnement tumoral

Les cellulessouches mésenchymateuse (CSM) sont caractérisées par leur capacité a
sbamemouveler et ° se diff®rencier en tissus
tissu conjonctif). Elles participent activement a la régénération tiss(fidireLes CSM sont
recruées par la moelle osseuse vers les tissus endommagés, ou inflammatoires qui vont
produire des signaux endocrinieiis7). Les tissus tumoraux sécretent des facteurs de
croissance en quantité abondante, ainsi que dekiogs et des protéines de remodelage de la
matri ce. Loune des guelep@SMhmigseet sersdecditaiteniotaleds e s t
m°me que vers | e site dbébune Dbl e s(Bigureel) pour
Toutefois, les mécanismes de cetteonporation et leur effet sur la physiologie tumorale
restent mal compris. Des études ont montré que les CSM favorisaient la croissance tumorale
et seraient impligwd ans | 6i nvasi on et | 6angi ogen se t
des métastas€58-64). Mishra et al. ont montré que les CSM pouvaient se différencier en un
type cellul aire proche des fibroblastaes assc
contact avec un milieu tumoral et que ces cellules pouvaient promouvoir la croissance
tumorak (64, 65).
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Figure 4. D 6 a pHurstset al.,Nat Med. 2007(66) : Les cellules souches dérivées de la

moelle osseuses ont plusieurs sbl@ans la régulation du processus métastatiglae
mobilisation des cellules souches (cellules bleues), incldas cellules souches
mésenchymateuse et hématopoiétiques, est stimulée par les cellules tumorales (jaunes) via un
m®cani sme i nconnu. Les cellules souches cont
formation de la «iche premétastatique. Les CSM sont recrutées verslsites ou les tissus

sont 1éss, tel que les lésions induites par les cellules tummsalela matriceextracellulaire

Des populations diverses de progéniteurs peuvent potentiellement jouer un role
complémentaire dans chagéape de cette cascade via des signaux paraetijextracrine.

L6i nf | umemenwerondemengur la biologie des cellules tumorales a longtemps
été suspectéeda premiere théorie de kagraine et du sob a été proposée par Stephen Paget
en 189 («Seed and Sow) (67). De | 6observatdens m@®etabaadestn
| i ®e awu hasar d, Paget pose | 6hypot h se gue
m®t astatique et gue | 6environnement doi't Ctor
développer.Les cellules tumorales (les graines) peurraient disséminer que dans un

microenvironnement compatible et favorable (le sol).
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Dans le cas particulier du péritoine, Rafii et al. ont isolé une cellule stromale dans
| 6ascite de patientes trait®esaritpdbaex [CrPi rdeérord
protéines de résistance midtiogues(68). lIs ont nommé ces cellules, Iémspicells Ces
hospicellsont | a parti cul aforie av®c las dellutres temmomlgpithélialese f a -
ovariennes, et de leur conférer une résistance aux chimiothérapies a base de sels de platine et
ainsi quobdaux taxanes. L Gseferdit aux aawerside janctiens tder e | e
type gap permetant | 6 ®change de pr ot ®&dgocgtaser.fceaceaun m®
ce mécanisme, la cellule tumorale pourrditnc acquérir de nouvelles fonctign et
notamment, des pompes de résistance rdudiue leur permettant de devenir chimio
résistantesCescellules pourraient donc jouer un réle similaire a celui des cellules stellaires
dans | e foie, en prot®geant | a cellule tumor

propice a son développemda®).

1.1.2.5 Implications cliniques

La croissance tumor al eeds fadesrs grangiogénigquesl 6 e x p r
la ®t ® ai nsi montr® qubune surexpression du
cancers colorectau¥’0). Cettesu e x pr essi on est corr ® ®e ~ | &I
vasculaire, au développement des métastases et au pronostic des nfaladég).
Loexpression du VEGF sembl e f rRAB$awemumeonst c or i
de la voie de signalisation APGUN T , ai nsi qguod” | a -xygénas& P, r € S S i
anomalies fréquemment rappadéau cous du cancer colorectd¥3, 74). Une association
significative entre la densité mick@sculaire tumorale et leaux de récidive tumorale et de

survie des malades a été également rapp(rEee?).

Il a été montré dane CP dd&éor i gi n eletaw aanguie den\EGHgtl e
corr® ® - | 6 ext @8.Chia et al.dné cortélg le naax de VEGF intra
péritonéal da survie sans progression cH&z patients consecutifs traités pour @). lls
ont mesuré le VEGF circulant sanguiny{Ten préopératoire ainsi que le taux de VEGF
intrapéritonéal au cours de la chirurgie. lls ont ainsi montré lgudaux de VEGF
i ntrap®r it oime®vartion €Ti) était @ssacié a uhedmeillesurvie globale, et que
le rapport Ti/ Ty était associé a une meilleur survie sans progresSiEsauteurs suggerent

gue les traitements néadjuvantsncluantdesantiangiogéniques pourraient avoir unérét,
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en particulier chez les patients a risque de résection incomplete, car ayarapde

volumineuse masses tumorales.
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1.2 Prise en charge des carcinoses péritonéales

La CP a longtemps était considérée comme un site métastatiquésémable et donc
un stade terminal de la maladie. Les patients étaient traites par chimiothérapie a visée
palliative uniquement. Mal gr® | 6am®I|l i oration
la survie des patients traités par chimiothérapie seule reste liBienois) (11, 12). Le
paradigme de | a maladie a chang® consi d®r abl
qu i o nt améiorertorsidédhldement le pronostic chez certains patikatqrise en
charge a visée curative inclut donc une chimiothérapiegpériatoire adaptée a la tumeur
primitive, une chirurgie de cyblede®@dnaledei on ¢
macroscopique et une chimiothérapie hyperthermiquentear i t on®al e ( CHI P) d

est de traiter les microlésions résidue(&3).

1.2.1 La prise en charge chirurgicale

Le principe de cette technique est do®i
cytoréductioncompléte. Dans un second temps, la maladie microscopique résiduelle est
éradiquée par une chimiothérapie inpxitonéée administrée soit en peropératoire, soit dans
la période posb p ®r at oi r e i mm®di at e. Lorsqudell e e S
chimi ot h®r apie est administr®e ~ | 6aide doun
drogues et leur diffusignsans bruler les tissus saifi). Cel a va permettre d
concentration locale en chimiothérapie bien supérieure aux traitements administrés par voie
intraveineuse.

Les premiéres études cliniques ont montré un bénéfice sur la seymtients en
fonction de | 6extension de | a maladie p®riton®:
certains cas étre amélioré de 4 @81. Les patients ayant ueme CP
par CRS et CHIP ont vuleur survie atteindre une moyenne de 21 a 40 (g Ce
traitement per met de prolonger |l a survie de
plus de 40 mois (médiane80 mois)(12, 83-86). Le bénéficedu traitementhirurgicalest le
plus important dans le cas du psemggome péritonéal(PMP), carcinose mucineuse rare,

pour laquele auc un autre mongéi d éfficaeitd t notammeat aucune
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chimiothérapie En cas deésectioncomplete le taux de swie a 20 ans des patients avec
PMP peut atteindre 70¢87).
Dans le cas du cancer colorectal et des carcinomes ovarétesamélioration de la
survie peut étre attribuée non seulement aux améliorations des techniques chirurgicales et a
| 6i ntroduction de | a CHI P, inmoahérapies®sgsteiniguese n t

1.2.2 La prise en chargemédicale

Le plus souvent | a chirurgie nodoest pas r ®al i s
chimiothérapie néadjuvante Le choi x des drogues va d®pend
primitive. Dans le cadre d€ P ougime colorectale, les chimiothérapsant les mémes que
celles utilisées pour les cancers colorectaux avec métastases hépatiqugsopose
principalementu 5-fluorouracil(5FU)et de | 6 a assatiéaufh selldé plating (tet
quel 6 o xaank pr@dcole FOLFOXou ~ | 6 {protocole RORBRRA)B8-92). Cette
chimiothérapie néadjuvantea plusieurs objectifs
- Améliorer la survie global€3).

- Faire diminuer le volume tumoraletn dr e r ®s ®c ab | eemblée®4).CP i nop

- Traiter le patient en attendant la chirurgig ®vi t e | a progression de

- Favorisefa préservation des organes

- Testel 6efficacit® de | a chimioth®r apliz2d3 qui p C
20-23).

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

association ou plus rarementsedes t r ai t em@Blt dbébentreti en

Dans le cadre du cancer ovariemchimiothérapie néoadjuvante est devenue le
traitement de référence dans les maladies découvertes a un stade avancé, en particulier en cas
deCPouchezes patient es n (96). Cettp immthérapisestdauenb | ®e
associée a un traitement aatigiogénique et permet notamment de diminuer la maobidi

periopératoire, et de rendre le cancer résécable chez certains (8fief8.
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1.3 Ex pl or at cacinosgiéditangale

1.3.1 Explorations chirurgicale

La tomodensitom®trie (TDM) abdominal e ave
préopératoire systématique chez ces patients pour faire le bilan péritonéal-ptetdraal
de la maladielUne exploraton chirurgicaleest parfois réalisédans un tempslifférent du
trait e meévaluerla aésécabilitédedla maladie Pour cette exploration a visée
diagnostiquela voie laparoscopiqueest préféréea la laparotomiedu fait de saduréeplus
courte, deses complications moindres et degpsssfaibleduréed 6 hos pi (9.1 i sati on
La laparoscopiadiagnostique estitiliséea f i amélidrérla sélectionpréopératoire
des patientsi | s Ola seulde tecdn@ue qui permet de visualiser directement la surface
péritonéalect la capsulenépaique Elle permetdoncde diagnostiquede faconmini-invasive
des lésions métastatiques de faible volume qui ne seraient pas visualisées pay éadiiDiv!
ainsi de diminuer le nombre de laparotomies inutild®0. Elle reste laméthodela plus
fiable pour le bilanpréopératoirede la maladie. Plusieursystemesde score ont été
développépour quantifier la maladie.
T L6i ndex dperitonélCGP) propos mar Sugarbakgil01).
1 Le N score de Verwal{102)
1 La classification de Gilly103
1 Le P scoré104)

D6 aut r e smodetesexistest tele que le score de Fagot{iL05). Toutefois,ce
dernier est urscore deprédiction de larésécabilitép | ut * t gubdbun score de
topographiqueeta étédéveloppéetvalidéeuniquement pour l€Pd d or i gi ne ovari er

L61 CP de @ah)est ke plaskpanduparmiles centres deéférenceprenant
en darge deP. L 6 ab do méen9régiwrtse td i Iva gedteeredsségmentd-igure
5). La taille de la masse tumorale @staluéedans chaqueéegion avecune échelle semi
guantitative allant de @ 3 (0: pas de tumeur ; 1 twar de moins de 0,5 cn®: tumeur
mesurant entre 0.5 et 5 cm; fimeurmesuranplus de 5 cm). Le score varie donc da %P.
Dans son analyse, Sugarbaker montre que les patients ayant un ICP < 2Q#3@rmostic
améliorépar le traitement chirurgicalu fait de la possihité de résection comple{@01l).
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Figure5.Les di ff ®r entes r ®gions :de | 6abdomen et

0. Centraé: grand omentum, colon transverse

1. Supérieur droit surface supérieure du lobe droit hépatique, surfacéopéale du
diaphragme droit, espace rétiépatique droit.

2. Epigastre graisse épigastriqgue, lobe gauche du foie, petit omentum, ligament

falciforme.
3. Supérieur gauchesurface péritonéale du diaphragme gauche, rate, queue du pancréas,
surface antériecer et post®ri eurs de | 6estomac.

4. Flanc gauchecolon descendant, gouttiere pariétdique gauche
5. Inférieur gauche parois latérale gauche du pelvis et colon sigmoide.
6. Pelvis: organes génitaux féminins (ovajre®mpes utérug, cukde-sac de Douglas,
jonction rectesigmoidienne.
7. Inférieur droit: paroilatérale droite du pelvis, caecum et appendice
8. Flanc droit: colon ascendant, gouttiere pari¢tique droite
9. Jéjunum supérieurintestin gréle et son mésentere
10.Jéjunum inférieur intestin gréle et son @ésentere
11.1léon supérieur intestin gréle et son mésentere
12.11éon inférieur: intestin gréle et son mésentere
En f i n doiexéeteserest dassed conmme étant complete ou incorsgli@teun
score;
1 CCO: absence de résidu tumoral macroscopique
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f CCl: r®sidu tumoral O 0,25cm
1 CC2: résidu tumoral 0,25<R<2,5 cm
f CC3 : r®sidu tumoral O 2,5 c¢m.

1.3.2 Exploration non invasive préopératoire

L6objectif dréopératviemstmldubla ede doitofaurnir au chirurgien et
| 6ensembl e de tatich @gltidiscplmairel e évaluaticriarfois quantitative
et qualitative de la maladi€lle doit fournir a la fois une cartographie précise des lésions
avec une évaluation quantitative ou plutbt sqoantitative de leur taille, ainsi que des
critte s per met t a résécabilifedvcesllésiens. Cdlaava permettre sakection
optimak des patients candidaau traitement chirurgical. En effet, cekiiest lourd, enon
dénué de complication§i la cytoeduction complie ne peuétre obten, la survenue de
complications va aggraver le pronostic du pat{@gj. Il faut doncréserveie traitement aux
patients qui vont le plus dpénéficier  c-@deesceux chez qui laésectioncompleteest

possible.

1.3.3 Lestechniquesd évaluation«classiguess d une car ci nose

péritonéale.

Irradiation Disponibilité Rapidité Cout Acquisition

TDM ++ +++ +++ U  Tres standardisée
__ Variabilit¢ importante. Doit
IRM - ++ ++ au o
étre realisée en centre expert
TEP-TDM +++ + + U G ( Tres standardisée
___Variabilit¢ importante Doit
TEP-IRM + - - audu

étre réalisée en centre expert
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1.3.3.1La tomodensitométrie(TDM)

La TDM restel 6 e x a me n i atdut Elgn emcaneélologieet en particulier
dans laCP (106). L 6 a ¢ q u ésbkrapidd, tes standardiséel 6 e x a mgen codex,t
facilement disponiblefrés performanty compris en dehors de centres spécialisés. Bien
qguobdirradiant, cette pr odedaripateent aygni en cgneeses en a u
particulieruneCP.La TDM per met ~ | 6heur e aganttunges | e do
haute résolution spatiakt des coupes trés finggrmettant de faire des reconstructions dans
tous |l es plans de sthnlad pane dé&autses sanektiveamem s ol e
faible résolutionen contrasteen particulierdars les tissus mous et lparenchymegt c 6 e st
pour celag u e | 6 a d nintraveiredsele praduwtede contraste est indispensable pour
toute évaluation cancérologiguet en particulier pouévaluer le tube digestif, lpéritoineet
les organes pleinslgeque le foie.

Les performancesedla TDM rapportéesians la littérature pour ldétectionde laCP
varient de25% a 96% (107-111). De nombreuseévolutionstechnologiques ont eu lieu au
cours desdernieresannéesper met t ant dfécanwcgneidemnakilela rrésolliteon
spatialece qui exfigue que legperformancesaugmentent au cours du temps. Toutefois, la
plupart desttudessoulignent que les performancds la TDM ne sont pas suffisantes pour
affirmer d®f i ni ti vement ®d idédaibwes,n caeabilittkele kma | la @ ii |
maladie. Les fauxpositifs dépendentprincipalement de la taille des Iésions et de leur
localisation Main et al. ontrapporé une sensibilitéde 43% pour le$sionsde moins de 5
mm, de 100% pour legsionsde plus de 5 cm, et de 87% pour lésionsde taille
intermédiairg(112). Ces auteur®nt aussi montrgue lasensibilitéétait élevéedans certaines
régionstelles que la partiantérieured e | 6 abd o men (hedatde(lQ0%)l ea sur f
plus faiblepour la surfacesplénique(67%), dans le petit omentum (40%) ou sur la pdeoi
I 6i nt est i n112 L& dpéxificife BeBI&TDM étaitparticulierementélevéedans
I 6 e n s e magibneexceptds mesentérelesrésultatsde cettedtudene peuvent toutefois
pas étre généralisés c ar i | étsldréraspettivatheér dpatients. Les performances
élevés, notamment la surface du foie ne correspondent @as qui est retrouve en pratique
courante et dans les autegsdes cdte régionrestandifficile aanalyse(107). Par ailleurs, la
distinction entre une petitésionde CP faisanscaloppings u r | e f désiensoosu d o6 un
capsulairepeut parfoisétre un vrai chdlenge pour le radiologualors que cette distinction
peut modifierconsidérablemernia stratégiemédicale etchirurgicale en parti cul i er

sdgit de | a seule | ®sion ou dOéune suspicion

24



déune r ®ci desvtes pd@rfiftRrne®Gnatl ede cel ui doune | ®s
unique.

Enfin la TDM permet de faire le bilan ext@éritonéal | | sdagit du mei
pour détectedes nodules pulmonaie y compri s en | 6absedrésce dobi
haute résloition spatiaé. Concernant le bilan hépatique, les performaneea d DM restent

bonnes, mai s | 61 RM | uiétrezéalisée aunpi@dreideufeB)e, et doi t

1.3.3.2L dnagerie par résonnance magnétique (IRM)

A

La place de | 61 RM dan supdriéugfoiepreirssuarénalesn de |
est largemenétablie Ell e est aus s iexdomtiopdu gelvis,otananerg ul ai r
dans les pathologiegynécologiquesurogénitaleset dans le bilan du cancer du rect(ti4,
115). Toutefois, a place dans Ibilan de laCPn 6 a | a meeliement®lidéei lés études
publiées incluent Iplus souvent depetits effectifset leursrésultatsen terme de performances
sontinconstang.

Comparativement a la TDM,&d x a melRM ea$tdplus cher, moins facilement
disponibleetl e t emps d o6 ac gqag Mais stprincipale éngte esppoballemerit o n
le manque destandardisatiord e | a t eacqhisitionetudes séqb@encek étude du
péritoine en IRM estdifficle a pl us d 6 Maigré tes ameélierationstechniques
constantes, laésolutionspatialede | 61 RM r e st einfésigurgadelfedeclat i v e m:
TDM. Les facteursnfluencantla détectabilitéd 6 u n e éthn®sa taibenet le contraste avec
|l es tissus autour, | 6 1 RM résgoiutiorb éd nc@ntrastecette r de
réolution esttres élevé pour les tumeurs a fort contemmydrique (telles que les tumeurs
mucineuses ainsi que poures tumeurs a forte densité en cellules tumsraje vont
rehausser le contraste de facon intemsalans lesquelleta diffusion libre des molécules
d 0 eva éfre restreinte

Du fait de sa trés haute résolution spatiale et de ses performances élevée dans la
détection des lésions exqpa®r i t on®al e s, l a tomodensitom®tr
ligne dans | e HIOG.anmahumeotCR exp®ri ence, Il 61 nt
conjointe a celle de la TDM. Cela permet adembinerla haute résoludn en contraste ed
I 61 RM haate résolution spatiale da TDM Dans un des articles présenédsannexe
nous avons ainsimontgfue | a combinaison de | a TDM et d

| 6estimation de | 61 CP p & fecteura gxpeds: Nous'avohsausdi DM s
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montr® que | a valeur ajout®e de | 061 RM ®tai't
pelvis (région 6), et le quadrant supérieure gauche (région 3).

Certains auteurs ont montré une excellente sensibdité d 6 1 RM pour | a d®
implants de CP dans ume étude®v al uant |l es performances de
diffusion et administration intraveineuse de chélates de gadolinium, Low et al. ont rapporté
une sensibilité par région de 88% et une sp#@fde 74% chez 33 patier{tisl6). Toutefois,
la principale limite de ette étude, hormis le faible effectif, était que 25/33 patients traités
avaient un carnose mucineuse de typP. Hors, pour les tumeurs mucineuse, la tres forte
concentrati onp enom&®tc wil éxeellent idoateaste en IRM, et toutes les
éudes r appor tspaformaicesedansed tas patticu(iet7, 118. Dans une
étude plusrécento mpar ant | es per f or ntaweta. sntrdpportitna T DM
sup®riorit® signifi c@loi Apres adog cldsse RRpatierstsuen 31 a T
catégories (ICP=0; 10-20; et 2639), 20 patients étaient classkns la bonne catégorie par
l 61 RM (91%) et seul ement 11 p adussieundersibiltés 0 %) p
et une spécifictp ar r ®gi on anatomique de 95% et 70%
la TDM. Toutefois, cette étude présente la méme limite majeure que la précédente de cette
équipe: 17/22 patients ont été traités pour unetume de | dappendice, et
PMP pour |l equel |l es performances de | 01 RM so

Dbautres ®tudes nbdont pas moeaetr POMRMspa@ R
rapport a laTDM. Ainsi, Torkzad etalont compar ® | e shed36 paReklts et | &
pour catégoriser les patients en 2 catégord€® faible (019) ou élevé (29) en comparant
l es performances doéun | e¢li% urL 6d KRkVi cert dta dIrabuv
équivalentes pour le lecteur sénior alors que le lecteur junior était plus performant avec la
TDM qudavec | 61 RM. Dans notre exp®rience,
péritoine nécessite un lecteaxpérimenté, ce qui est moins prépondérant pour la TDM.
Toutefois, |l es r®sultats de | 6® ude de Torkz
ddéune m®t hodol ogi e perfectible dadatcri@eeri sat
doi nc InhekituesB8/ 839 patients avec un PMP, 1/ 39 u

cancer colorectal, et 26/39 patients avaientCird 6 or i gi ne i nd®t er mi n®e .
Dans le cas des tumeurs mucineuset des PMP, |l es perfor mai
excell ent elsy sedauli lcassébaogetl 6on powrMbM iLlées ®vent

implants de CP, y compris ceux de petite taille, vont étre en hyper signal sur les séquences en
pondératon 2 du f ai t de | a haute concentration e

Low et al. o rapportéun sensibilité et une spécificité par région de 87% et 89% chez 22
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patients avec PMP explorés en IRMLY). Par ailleurs, ils rapportaient une corrélation entre

le degré de rehaussement 5 minutes aprés administration de gadoliniangratié de la

tumeur, maisces onn ®eamad ent®tjai ent confirm®es par dd¢
plus récente chez 82 patients, dont 73 ayant eu une IRM, Menassel et al. ont montré que

| 61 RM pouvait pr ®du PMP il$ rmppontadentune serssiBilitéads unei t ®
spécifcittde 6P et 100% pour ®valuer | 6atteinte du

pour ®valuer | 6en@ai nement du m®sent re

1.3.3.3La tomographie par émission de positon (TEP)-TDM

Latomographie par émission de positrons couplée a la tomodensitométrid DINEP
fournit une informatiordla foisanat omi que et fonctionnel l e. [
fonctionnelle semble avoir une valeur pronostiquelans certains caers (120-122).
Concernantl&P,peu doOo®t udes eaXkEPSTDMMmeér metcedg omesurLer
des cellules pour le glucosen utilisant comme traur le 18fluoro-désoxyglucosg*®FDG),
un glucose radioactif émetteur de positrctsTERTDM mesured onc | 6acti vi t ® m
des cellules tumorales qui vont avoir sweconsommatiowle glucose. La principale limite
de cette techniquest la faible®s ol ut i on spatiale de | a aTEP. C
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
significatve dépend des types tumoraux kburactivité et du volume tumoral ainsi, les
mi cronodul es pul monaires, m° me malins, peuv
| or squodi | s deé smbaasrketadrendeild@Psles petites infiltrations nodhires
oulamasse umor al e et faible ne vont dondéfagias av:
de résolution Par ailleurs, les tumeurs faible contingent cellulairepnotammentcelles a
dominante mucineuse te$ que le PMP 6 a rytp i g u e mepeffixatpras d o hy

Les études publiées rapportent des performances de K DEPseule, inférieures a
celles de | a TDM, mai s une am®lioration gl ol
deux examens, en te(l2®e deutefo®katicente Heéer €
gue 22 patients retrospectivement. Soussan et al. ont rapporté de bonnes performances de la
TEP-TDM, mais enutilisantun standardle référence imparfait (seuls 18/30 patients ont eu
une exploration chirurgicale de |l a cavit® al

uniqguement(124). Une métaanalyse récente a montré une sensibilité de 84% et une
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spécificité de 98%(125). Toutefoi s, i sbagit de r®sult
péritonéale. Le TEF DM pourr ai t aussi °tre wutile pour
biopsie, car il va marer les sites ayant la plus forte activité métabolique et donc le plus de
cellules tumorales actives.

Certaires étudesont rappore unevaleurajoutéepour certains nodules acéslau tube
digestif, quymémes 6 i | s ssa& t{TDM/au en IRM, gon nmguésen premierelecture
et considérecomme des structures normal€gs cas de faux négatifs peuvent étre limités si
la TDM e t | @dlideedd ans | e c a ¢gréopéeratbiéale ICP donteéluesrdans le
centre expert par des radiologusgscialisésPar ailleurs, la valeur ajoutée @eTEP-TDM
dans le bilanpréopératoirede la maladie extrabdominale rest@ évaluerdans @ larges
essais multicentriques

Une étuderécentea montréque le TEPTDM avait une vaeur pronostique dans le
PMP et que Ilg patients ayant le SUV le plus élevé étaient les plus a risque de récidive et de
résection incomplétg126). Ces résultatsrestenta étrevalidésd an s ¢ étudest r e
Lout i | ieta@BPiTDVh dads le PMP reste dibmainede la rechercheet est réalis®

uniquementlans les centres experts.

1.3.3.4La TEP-IRM

1 s 0 a glustrécemtedesl techniqued 6 i ma gée de l& fusion de deux
techniques déjatilisées: I 61 RM et | aitilisE &nPpratigleeclinique eestegsu r
majoritairamentle®®F DG. La TEP apporte donc avidittdelaor mat i
tumeur pour le glucosetva étre fusionnéal 61 RM qui va apportuer | &6i n
mais aussi des informatiors fonctionnelles (intensité du rehaussement, restriction de la
diffusioné ) (127). Les avantagesont donc ladiminutond e | & i r r podsibiité i o n,
déobt enir de ues forictipmellsssindiifanémengtdar possibilitéd @voir un
meilleur contrasteles tissus mous dansrtaineszonesdifficiles enTDM telles que le pelvis,
ou larégioncervicale. Toutefois, lelémites de cette techniqueestent importantestrésfaible
disponibilitéal 6 heur e adevéeu eelmpes, dcdceuriq wir ®i tpil eeFEP1 ong ¢
TDM. De intérét de,réalisebles deux examensimultanémeniplutot que defacon
distincte resténcertain. Laréalisationd 6 i ma g e s grate au feadlage poéas des images
estunargumens ouvent mi s en avant ma Lasfaibeesoluti®wv al u ®

spet i al e de |l a TEP rend | 6ut i | irésaldtiongpatialed 6 un e
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obligatoire et la TDM remplit parfaitement cettionction avec ua rapidité d @cquisitionet
unesimplicité qui restentnégaléesDe pl us | 6 ut ialk placadla TONMiIndlie | 61 R
desdifficultéspour cal c ul e ratténaatiodesrayoasXetidana serdbéaltéterd

les valeur destandard uptake valueSUV) q u i est moi ns -TDM sublése q u 0 ¢
machinesactuelles(128). L 6 a c g u i cemptendgenéralerrehine acquisition corps

entier (avec deséquencesypes T2 singleshot et Tléchode gadient sans injection) puis un
examenIRM spécifiquesur lesrégionsconcernées Pr ob a b | éntérétrde ceteue | 6
technique S e r aparam@teesfandtionsels pauroévalued la séponse aux
traitementsvoire laprédire Toutefois, concernant le bilan anatomique préopératdadEP-

IRM ne permet pas de le faire de fa¢m@sprécise.

1.3.3.5Evaluation de la réponse a la chimiothérapie

L6®valuation de | a r®ponse tumorale aux
baséesur les criteres morphologiques RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumor)

(129. Ces criteres sont reproductibles et adaptés a la réponse tumorale aux drogues

cytotoxiques. Ce sont des criteres uniquegmenmor phol ogi ques, ®val uai
taille des | ®sions ainsi gue | 6apparition de
bi ot h®r api es, ci bl ant | eles qua@s antang®garigaues)dae | 6 o
rendu | 6 ®v gdonse pflus difficiledE@ effetasous biothérapiga se produire des

changements structurels des Iésions, ainsi que dans leur vascularisation, avec un effet sur la
taille qui va étre retardé voire inexistant.

Les critereRECISTn 6 ont | a mésidans I® CHEn pvatiqglei clihique, il est
di fficile de d®finir des | @adnfiltwatiosépipldoidué ais , s u
déinfiltrati on valeunsséuils dédrfissantilaeréponseela probgressiome
sont pasclaires(130). On utilise le plus souvent une évaluation visuelle sgmntitative,
totalement non stamaddiséeDe pl us, | 6absence de | ®sion vVvis
maladie, en partidier danslecad e | a CP d 0 o.Chegdesipatierdes, dersuiveeh n e

la détection de la récidivee fondele plus souvensur la clinique, le suivi demarqueurs

tumoraux biologiquegCA125. En cas de r ®ci di ve, | 6augment .
mar queur pr®c de souvent | 6appaeietoursalade | G
cilioscopie ¢ ifraqgemtd2)-22). dweait irleiss at i on de nNouve
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fonctionnels (restriction de la diffusion, densité tomodensitométrique ou analyse

déhi st ogr amme )uneplace impoatantanstcetta évahfion”™ avelir.

1.3.3.6Le compterendu

La transmission des informations entre les différents spécialistes prenant en charge le
patiens atteint de CPeste difficile. La corrélation des images préopératoires, avec les
constations peropératogeet les résuhts anatomopathologigsen ® c essi t e | dut il
comptes rendis rigoureux, fournissant une cartographie compléete des régions atteintes. Une
®valuation radiologique de | 61 CP peut °tre
limites des difféerente x amens do&éi mageri e. R®cemment , un o
gratuit et en ligne a été proposé par le réseau national de prise en cha@jefodexais
(RENAPE et BIGRENAPE) (131). Cette application permet de
maladie région par régipainsi que de rapporter les signes assoadle est adaptée a la fois
pour le radiologue, le chirurgien et le pathologiste. La princifiaide reste le temps

nécessaire a la réalisatida cetypede compte rendu standardisé.
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1.4 Imagerie fonctionnelle principe, techniques et applications

Le principal objectif des diff®rentes tec
une inbrmationquantitativeou semiquantitativesur la fonction des cellules tumoralgsu 6 i |
s O0agi s s erndroissahee, ldue consomnati en glucose, leur macroou leur
microcirculation(132). Lune des principal &sévgoppsmeats
déouti Imst ide c gangiagenesaumorale permettant lesuivi de la réponse
tumorale aux traitementntiangiogéniques de plus en plus nombrdiexdéveloppement de
ces techni ques deagrepaivientumordleocrenit peonettredde prddidke
facon précocéa sensibilité tumorale au traitemesu| 6 a b s e n ¢ e, pedheettamt @msio n s e
de proposer umstratégie personnalisée de facon précoced ét®p ar gner aux pa

potentiels effets indésirables des nouveaux traitements colteux
Lesttchni ques doéi mageri e nondsponblasssont es ~ vVvi s®e
- L 6 ®c h o g sod pah effet Doppler, qui permet de quantifier les flux dans les gros

vaisseaux, soifipresadministration intraveineusdynamiquede produit de contraste

ultrasonore, qui va permettre de quantifier la perfusion r ect ement au sei n

tumorale.
- La TDM de perfusion ellep er me t de visualiser l a ci n®ti
i ntraveineux dans une | ®si on ci blsidons Soi t

(artérielle, veineuse et tardive) pour avoir une évaluation-gamititative de de la
cinétigue de rehaussement, soit on réalise une acquisadateet continte sur la lésion
ci bl e, ce qui va per met t rcigétiqa @® @toarlmetde | | onn
rehaussement au sein de |l a | ®sion cildl e et
débit de perfusion, leolume sanguin tumoral, le temps de tradsitproduit de contraste,
le temps mis pouatteindre le picd i nt e n s aletd®rehagssemesitla perméabilité
capillaire au ni vigdemugl3d®e | a zone dbdanal yse

- LO6I RM de : qgettetethnigueesttreés probe de la TDMde perfision, mais ne
souffrepas de | a pr obl ®nbansiegade dedéei nmadgierrriaed i aabt di ool
pour réaliser une évaluation quantitatioe, va utiliser des séquences en pondératign T1

répétées pendatd a d mi n iindraveineuseleochélatede gadolinium. Le principe est
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donc similaire a la TDM, mais & duréed 6 a ¢ g u des séguermces Tén IRM
abdominalen e per met g®n®r al ement pas sdffisanket eni r
pour échantilloner précisémenta cinétique de rehausseme@ertains parameétres tels

gue la perfusion tumorale vont dowlifficilement étre évaluégprécisémentpar cette

technique. De plus, contrairementt la TDM o % | 6 at te® rrayans Xesin
proportionnelle & la concentration en produit de contraste, le signdthd est liés de

facon non linéaire a la concentration en contraste, ce qui va nécessiter-traifgrsent

plus compliqué, et une acquisition inigavec plusieurs angles de bascule différenis

plusieurs temps de répétition (TR) différeptaur quatifier la valeur du TIdans le tissu
cible,bavant | 6addunesguant oh Rleqontr@stei se de produ

- LOI RM d e : p#rmét fdel maswen les mouvementsdowni ens de | 0eau
tissu: ces mouvementserraientcorrélés au degré de agdhrité, de nécrose et de fibrose
en particulier dans les tissus tumorgli4-137).

- La Tomographie par Emission de Positrons cougiéa TDM (TEP-TDM) : elle pemet
do®val uer | a consommation de glucose par |
r®sul tats tr s encourageants dans | 6®val ua
nombreux cancers, en particulier gynécologiqi88-145).

- L 6 a n acbmgpstationnellede texture i | s 6 a gtéechniqud @Gécemtede post
traitement qui permet de quantifier de latdisi but i on de | 0i ntensit®
| 6i maage anal yse statistiqgue deetdtlohchde donnergr a mm
une mesure de | 6h®t ®r o0og®nN®i t® des tumeur s.
image acquise quelle queila modalité(TDM, IRM, TEP) (146148).

1.4.1 Echographie Doppler

L6®chographi e Doppl er est probabl ement I
fonctionnelle. Lo ut i | i sati on de | 6ef f et Doppl er vV a
circulatoires(V) dans les gros vaisseaux sanguins. Le débit volumi@leétantlié a la
sur face (@kgparlladraatian Qy = S.V, la mesure de la vitesse moyenne et du
dam tre de | 6art re va nognmettre dbében cal cul

Le Doppler pulsé est une technique particulierement rependue en recherche animale
elle est pewodteuse non invasiveget rapide (149156). De nombreuseétudesont évalue
| é@hographieDoppler comme technique de suivi de la vascularisation tumalahs des
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models animaxx. En  r ai son des difficult®s techniqgues
chez la sourisle biomarqueuutilisé estle plus souvent lavitesseu s e i n .Eheffel, 6 ar t
le développement diit vasculairetumoral grace da néo-angiogenéset | 6augment at i
vol ume tumoral wvont sdaccompaunwverssondidriiomege a u gn
et donc dounefluxed c @oO6@rnaet iaoung neint ati on de di an
Ainsi, dans desnodelesde carcinoméhépatocellulairemultifocal, il a étédémontréque la

vitesse dedlux sanguirs enregistrés dans leotm ¢ ¢ 7 | i a q ueeau dévelappgment or r ®|
de la tumeur hépatiquélar ailleursces flux diminent sous traitement anéingiogénique

avecune augmentation de {asurvie» des souris traitée=t un ralentissement da croissance
tumorale(154, 155 1579). L6 ®c hogr aphi e Do p p | eantificatiens dedeo nc ur
macracirculation, qui peuétre appliguéauxv ai sseaux nourriciers pri
(tels g uh&patitiué @our t un rcarcinomehépatocellulaire arter@ mésentérique
supérieurgoour uneCP).

Toutefois, | 0®chogppphte pegepdéi hbar matit e
ou la circulation intraumorale. De plus, les flux vasculaires peuvent étre influencés par de
nombreux facteurs, not amment | 6al i mentati on
qui expligueque ces mesures, si ellesson ef f ect u®e s cdoieent étlted ° t r e
réalisés a jeun. Enfin, les difficultés techniques inhérerdehaque patientet le caractere
operateur dépendant de la technique enfi@iné le développement pour les apptioas

clinigues humaines.

1.4.2 Echographie de contraste

L 6 ®c h o gdyrampidue de contraste(DCE-US) est une technique utilisant
| 6 ®c hogr ap hpoueévauer lamperfdseon tBsulaire en utilisant un agent de contraste
intraveineux et un modele mathatigue de post traitement des images.

Les agents @ contraste actuellement utilsséont les microbullest le pluslargement
répanduest leSonoVué”, ( Bracco SpA Milan, Italie). 11
soufre (SF6) encapsulé dans une mono m@hospholipides élastique. Hmmetrede ces
microbulles varie de 1 & 12 um avec un diamétre moyen de 2.5 umoBEllésnca peuprés
la taille des globles rougesCellesci sont stables durant plusieurs minutes dans la circulation

et ont une distribtion uniquementntravasculairesans diffusion interstitielle.
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L6i mageri e har mardaregenter les microballdseeés@ance a la
fréquencedouble de la fréquence de transmiss{@d8). La réponse harmonique des
microbullesva permettre de les visualiser et éventuellement de les quantifierxad pru n e
d®t ®r i orati in9.de | 6i mage 2D

Ellea | 6avant age doé° t,nan irrhdamteet!ele mae petmetteeade e s s 1 |
guantifier uniguementla perfusion intreumoraleen utilisant un logiciel de post traitement
(160-162. En effet, les microbulles ont une distribution uniquement intravasculaire et ne
peuvent donc pas apporter doéi nf or mame on s u

interstitiel.

1.4.3 Imagerie de perfusion TDM et IRM

Cest echni ques doéi mengt@armetre de uactifier des pamrhétres
de microcirculation. Bacquisitiond 6 i muaagéesréaliséecontinuau cour s de | i
intraveineusal 6 u n de prbduitsde contraste.6 obj ect i f va °tre do®ch
précise la cinétique de rehaussement du produit de confrastene acquisition séquentielle
rapide,afindemod ®!l i ser cette cour be ° Idésparacthéges d 6 un e
fonctionnelsEn f onction de | a rapidit® ddédacqui siti
technique, cet échantillonnage sera plus ou moins précis.

Les techniguggd 6 i mager i e de pddévdluerdai perméahbiiedesnet t e n
micro-vaisseax tumoraux, la perfusion tissulaire, le volume sanguin tumoral ainsi que la
fuite capill aire dapasaméirésorg pxdrasel ei n tbearnatl iytsiee |
cinétiquede r ehaussement doéun ag emététaidsequednnsbir ast e
artéreafférente(Arterial Input Function, AIFapresmodélisation durehaussement tissulaire a
| 6ai de doéun mo dompadimén{Figule 6)d63s ouv ent

Plusieurs modéles compartimentaux ont été décrits, mais le ghdu modele a
appliquer vadépendrale laqualitéd e éclhabdtillonnagelesdonnéesacquises et en particulier
de la résolution temporelle (163-167). L échantillonnagede la phase dite de ptemier
passage, reflétantla perfusion tissulaire et le volume sanguigcessited 6 a v 0 artere u n e
afféerentedans le champ devppurpouvoi r mesurer | 06AI F, et sur
résolutiontemporellenférieureau temps de transit moyen du produit de contraste qui est le
pl us souvent de (6Bor Hoesdgdee 2cslexzomdest pas

modéles plus simples qui ne vopte r me tedtimee quel & perméabilitt membranaire

34



(Ktrans) et le volume interstitiel (V€L67, 169.De pl us, S iétrelmésAréeEar ne p e
| adtereafférentene peutétreimagéeenmémet e mp s g u eintéréecertainssastaurs d 6

ont proposé de callar une AIF théorique, mais dont les résultats sont a interpréter avec
précaution(170, 171).

Densité (UH)
ou signal

Temps
Figure 6. Acqui sition de |l a cin®tique de rehauss
déentr ®e ou arterial i nput f unctlacaourbe dai n s i

rehaussement peut étre modélisée selon un modele compartimental (modéle depltisft le

souvent utilisé, maite modéleest™ adapter en fonction de | a ¢

(172).

La cin®tiqgue detissupedié&rentodésdapour ten edt@ite nes parametres
suivantau niveau de chaque voxel
1. La perfusi on o(Artefiablnpat Funation oAb nt r ®e
La perméabilit§ou fuite)capillaire(Ktrans)
Le volume interstitiel (la fraction extracellulaire de produit dentraste: Ve)
Le Kep: rapport Ktrans/Ve

Le temps de transit moyen

o gk W

Le temps au pic de rehaussnt
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Les modéles circulatoires ont pour but de modéliser la distribution des agents de
contraste dans les tissagartir du rehaussement tissulaire mésugnfonction du modele
utiise,on va consi d®rer que | e tissu se subdivis
contraste va diffuser au travers des membranes cellulaires et des caractéristiques
physiologiques dbiodistribution

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

échanges entre compartiments sont symbolisées par des constantes de transfert notées K

1.4.3.1 escompartiments

Pour utiliser un modele compartimental, les compartiments doivent avoirrbetérestiques

suivantes

1. Ldagent de c on tfacensomegenseenstantarséélans ldoconepartiment

2. Les flux entre les deux compartiments se font par diffusmassive et sont donc
dépendantsle faconlinéared e | a concentration dbéagent d «
deux compartiments, ainsi que de darméabilitéde la membrane séparant les deux
compartiments
Lesparametresnicrocirculatoires mesusée doivent pas varier au coutk temps
La c onc e entréedoit &treconnud 6 c berguoj il estnécessairele connaitre
l a concentration de attédeafffrentetu tissee tunmoral,tpoua st e
obtenir cettte fonction dbdéentr

5. Chaque compartiment estaractérisgpar un volume, unguantitéet une concentration en

agent de contraste.

1.4.3.2nterprétation

Dans un premier temp$e produit de contraste arrive dans la tumeur par une artére
afférente puis se distribue dans le réseau capilldumoral : la prise de contraste initiale est

donc liée a lgperfusionde la tumeur. La pente initiale est un reflet du débit de perfusion
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tissulaireq u i conditionne donc | 0 bons duipre®ier padsagtc ont r a
le remplissage dtésau capillaireLa hauteur du piwa refléter levolume sanguin tissulaire

(Vp). Pourmesurer précisémerf et Vp une résolution temporelle élevée est nécessaire car

le pic est précocet fugace Ensuite, des échanges de produit de contraste sadargvers

des membranes vasculaires en fonction demdients de concentration entte6b es pac e
vascul aire et jlubsegsupba c ea titneti enrdsrteild vitesde dp bea s e d ¢
échange va dépendre de la constante de permeéabilité capillaire @ieseaux tumoraux

(Ktrans) La pente de décroissandavage ou waslut) va aussi dépendre de la perméabilité
capillare Enf in | a distribution et | accumul ati o
interstitiel est responsable de la prise de contrastieve. Lahauteur de la partie finale de la
courbeest donc le refletlu volume interstitiel (Ve).On peut étudier la perméabilité let

volume interstitel méme sia r ®s ol uti on tempor el lueederéet f ai |

ddacqui s itée poorpousindchHamntiboaner le lavage du produit de contfa&d.

Il a été démontré uncorrélationentre lesparamétresde microcirculationestimé en
imagerie de perfusiolespar am t r e s an8igue deur @wlation seus traitement,

tels que la densité micnasculairg173-177).

1.4.3.3TDM vs IRM de perfusion

Léacquisition de per f uceuroone dedétectelir® Mrgen ®c e s ¢
permettand e couvrir | 6organe doéint®r °t @affDMon ar |
combine plusieurs avantagesine importante résolution spatiale aimgsu 6 une excel |
r®sol ution temporelle. En termes dbdanal yse
relation | in®aire entre | a concentration en
unités Hounsfield. Ceci est un avantage imporfat r r a gRMopour laduelld cétte
lin®ari t® nobest pas respect ®e. Son inconv®n
frein® consi d®r a&klTEMde petfusion@mupratique cenguei on d

De plus en pl usqguded @tdéuadreasl yrsaep pfoarncetnitonnel |

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

chimiothérapies, notammeanti-angiogenique$l67, 170).
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1.4.4 IRM de diffusion

1.4.4.1 Bases physiques

La séquence de diffusion este séquence fonctionnelle développée dans les années
19801990 (178 179. Le signal de la séquence défusion refléte les déplacements
microscopiquesd e s mol ®cul es ddeau. Ce d®pl acement
ambi ant e. D a n sée dla terhpérat@eaudu gorps heimainl(3&°€), le déplacement
moyen des mol ®c ul es tddé 80zm todes tes 58 pnipisecordesma t i v
(180. A cette ®chell e, i y a une tr s forte
avec les cellules, leurs membranes hydrophobiques et les macromolécules ce qui va modifier
| eur mouvement. iG&desti omo wlarppuaie,ntlea odbser v®e
l es tissus est typiquement plusieurs fois ir
diffusion dans les systémes biologiquessinfluencées par les échanges entre le milieu intra
etlemiieu extracell ul aire, ainsi gue par |l a tort

La diffusion pure, dite diffusion moléculaire est liee aux mouvements des molécules
ddbeau selon | eur ®nergie thermique propre.
provoque urchangement de direction. Ce processus a été décrit par Albert Einstein en 1905 et
sbappel |l e | a(randam walk)de facon®&mntlave, a wne plus grosse échelle, en
plus du ph®nom ne de diffusi on, nleechkangarade ®c ul e
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
mémemodeled evr ai t pouvoir ;mé phgroinéna) ese appelé Gseudod e u X
diffusion. Ce deuxiéme phénomeéne est dofficencépar | a perfusion des t
de di ffusion va donc per met t rveetpséudaifiusive,r ce s

| 6une pouvant °trel o®gli gREOPRArcem@ppiomes con
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La séquence deiffusion ainitialementété utilisée principalement dans le cerveau

pourvisualiserl T6d  meg t ot oxi que dan scérébiala taphaskaggietquivas c ul

secaractérisertreautre parne restriction de | a

di ffusi on

L6i mager i e refieeeceshriofufvieesmieonnt s b r oaw éhelemelécudage, | 6 e a u

qui vont étre modifiés par ées interactiors avec les membranes cellulaires,

les

macromolécules,te altérationd e s t i isnagariede .diffukiadn permet de quantifier la

restriction de la diffusion libre desoléculesd 6 eau au sein des

La séquencele diffusion est obtenue en appliquant un gradient dé diffusion» de

t

SSuUs.

part et éoampul s dedrésa W ec d @éuenicé échode spinpondérée

en T2(Figure 7)

Signal
90° 180°
T2-weighted spin-echo
RF A
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 dbéautre de | 6i mpul siiontped@o@é Yootéteke s pi

rephasés et avoir un signal élevé. Les protons ayant une diffusion libre vont bouger et sortir

du voxel pendant le temps T. lIs ne seront pas rephasés sigieal va diminuer.

Les molécules dont laffiision est restreinte vompeubouger. Elles seront déphasées

par le premier grdient et presque entieremenphasées par le second. Leur signal sera donc
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elevé. Les molécules dont la diffusion est libre vont bouger pendant le temps séparant
| 6applicati on d dfissiondle premiey gradidnt & mdns les diéphasker, et le
deuxiéme gradient ne va ppsuvoirles rephaser. Leur signeéhdoncd i mi nuer dodéaut a

gue le gradient de diffusion est élevé

1.4.4.2 La valeur du gradient de diffusion: b

La force du gradient ddiffusion appliqué est caractérisée par uraeur appelée

facteurb qui se calcul avec la formule suivante
b= (2%(M&0/03) (Pen s/ mm

ou o9 est | e rapport gyromagn®tiqgue, G | 6a

dugradientetTleteps s ®parant | 6application des deux

Lorsque cette valeur eégalea 0, cela revienafaire une imagerie epondérationl 2
simpl e. L o r s cedeegradiedtode diffusiog ek dorc, la valeur fhcteur de
diffusion b), le signal des s$ists oula diffusion estibre vadiminuerplus rapidement qule
signal dedissus a la diffusion est restreintd?lus le gradient de diffusion est élevé, plus le
déphasagea étre important, et le signal faible pour les tissutadaliffusion est librgcar les
protons ne seront pas rephrgs&sans les tissus ou la diffusion est restreinte, les molécules
dbéeau v ontetgomreétre bephuagédeur signal sera donc plus élevé que les autres
ti ssus. Les mol ®cuel«piégéest damsala voxeloau tla diffusioncest
restreinte est apparaitre en hypersigraalrapport aux autres tissus.

La modélisationdu signal obtenu edifficile d u f a enwvirondeenentoinplexe
intracellulaireet extracellulairein vivo. La décroissancelu signal peutétre modéliséeselon

unedécroissanceonaexponentiellebi-exponentiellevoiretri-exponentiellg181).
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1.4.4.3 Modélisation mono-exponentielle: le ccefficient apparent de diffusion

En premi re approximati on, |l a d®croi ssan
gradient de diffusion (et donc la valeur deva suivre une courbe momxponentiellede
type (figure 8):
S(b)=S(0).e*""°

La constante ADCaprésente le coefficient apparent de diffusion qui va permettre de
guantifier la valeur de la restriction ou non de la diffusion. Pour la calculer, il va falloir avoir
au moins deux acqui si bji oents,| dauwtnreeb,imaid paa ubtl ee w

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

Ln(S,)=-b.ADC

. Tissu tumora]
=
e
=0
N
=)
—
>
b=0 s/mm? b=1000 s/mm?

Figure 8. Décroissance morexponentielle du signal. La décroissance est rapide dans les
liquides, et fortement ralentie dans les tissus a diffusion restreinte.

legand avantage de | 6ADC &est quobi l sbagi
gudaujourdohui , l a plupart -wagementantonsatiquewdest e ur s
images de diffusion et fournir une image paramétrique appelée cartographie ADC pgrmetta

de mesurer | 6 ADC dans | es voxels doéint®r°t.
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1.4.4.4 Diffusion bi-compartimentale : le modéleintra-voxel incoherent
motion

Décrit par Le Bihan et al. en 198& modele Intravoxel Incoherent Motior{IVIM)
pr®voit que |l a diff usiestpardecesn denxocbn®artiviergss d O e a
compartiment intravasculaire ou une proportiodes protons circule et un compartiment
extravasculaire. La constante du premier compartiment est alors appelé®wDfast et
correspond a la valeur de la diffusidans ce compartiment (aussi appelé pseliffiasion,
ou diffusion liée a la perfusionla constante du second compartiment appelée D ou Dslow
correspond donc a la diffusiamiquement du compartiment extravascul&iré e s t pour qu
cert ai ns cdeficen gediffusien pix e

Ce modelebi-compartimentaprévoit que la décroissance du signal lorsque la valeur
de b augmente peut étre modéligéar une biexponentiellgFigure 9)(178). Cela revient a
considérer que la diffusion se fait & deux échelles différentes. Un premier compartiment ou la
diffusion est tres rapide caspond 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 mod®liser | e signal selon | 6®qu
Sb) = S(0).[(1f).€"" + f.e*"]
Certains auteurs ont décrit un troisieme compartiment correspondant la diffusien ultra

rapide au sein des cellules,ima | 6 ®c hanti |l | onnageexpdnentieleet t e ¢

requiert | dacqui ssdebh(Bh). de tr s faibles valeu
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Décroissance totale (ADC)

Décroissance lente
(hautes valeurs de b)

= Diffusion (D)
L] L] )

0 200 400 600 800 1000 valeurdeb

1
Fraction de perfusion (f) 1

s Décroissance rapide ’
(petites valeurs de b)

L = Perfusion (D*)

Figure 9. Décroissance du signal suivant un modélexgonentiel. La partie initialde la
courbe a une décroissance rapide reflétant le camipent a diffusion rapide, lié a la
perfusion. La décroissance lente correspond a la diffusion moléculaire pure. Le modéle mono

exponentieapproximedoncles deux compartiments en un seul.

1.4.4.5 Applications cliniquesdel iagerie de diffusion

Les nouve | es techniques do6l RM fonctionnell e,
dynami que et | 61 R-B (IViVg souwt icdnsidéreas ccommeandek toutils
prometteurs pour | 6 @icradrculationiettamprédiceon récacadalat r e s

réponse ax traitementg172 178 179, 182.

L6I RM de diffusion per met de mesurer des

cellularité, la nécrose et la fibroslans les tissus tumorai{¥34-137). Son utilisation dans

| 6®val uation de |l a r®ponse ° la chimioth®r
localisations tumorale$137, 183188. En pratique cipue cour ant e, l Gut i
diffusion a été&amiliariséet r s vite dans | e cerveau pour |

vasculaire cérébral la phase aigg) puis des applications ont vu le jopourl 6 ensembl e d

organesn ot amment dans | 6abdomen.
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Au-dela de son pouvoir de détection élevé qui a été démontré a la fois dans les
pathologies ischémiques u mor al es et i nfl ammat omagedesde d an s
diffusion est aussi un candidat majeur parmi les biomarqueurs permettant de prédire ou de

suivre la réponse aux traiteme(it89194).

De nombreuseétudesont déja étudida valeurprorostiqued e | & dnBidl a été
monté que les carcinomes hépatocellulairesavec les plus bas ADC était les plus
indifférenciés ceux qui épondent le moins bien aux traitements et ceux qui ont le plus
mauvais pronostic (189. Il a aussi été mordr que la réponsea la chimiothérapie
sbaccompagne doéune aug me n méadstaselepatiqeckl d oiev g i e
colorectale(195 196). Desrésultatssimilairesont été montrés dans le cerveaonfanment
dans les glioldstomes(197). L @ A Bussi ét@roposécomme marqueur quantitatif de
| idflammation notammentdans les maladiemflammatoiresd e intéstin Certainsscores
doéi nf | aométéproposésl ans | es gquel sintédg@meiQuefleascotde par t i «
Cl er mont p o unflamiaiondansilanaladedie Crdhgen entéo-IRM (198). Les
applications cliniqueabdominaledu malele 1VIM bi-compartimental restent pour le moment

du domaine de la recherctig4).
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1.5 Evaluation de la réponse histologique

De m° me que | Oteres darépdn®d ailanchimiathérapie @m iinagerie, on
a tent® doéoen d®finir en anatomopathol ogie. L
de cellules tumorales va diminuer, le taux de tissu nécrotique @ssiefibrotique va
augmenter. La plupartdes tumeurs sont spontanémepartiellement nécrotiqus, et
| 6®val uation de | aaisée®Wpohsdden edtssaubmisetcapgsd usi s
traitement. Toutefois, dans | e cas du canc
diminution du taux decellules viabls et une augmentation de fdorose pour lesquels la
guantification post th®rapeutique peut sbdav®
La réponse histologique peut étgaluée de facon semi quantitatiee différentes
catégoriesselon un systeme appelé TRtanjor regression gradinglette quantificatiorest
déja validée dans les métastases hépatiques et dans le cancer dwueekemst utilisée en
routine(Figure 10)(199, 200. L6 absence de r®ponse histologigu

| 6®qui pe pluridisciplinaire © proposer un <ch

TRG5 TRG4 TRG3

Figure 10.D 6 a pRubbia Bandt et al Tumor regression grade (TRG) scoring systiifisé
dans le foig199).

- TRGL1: absence de cancésiduelet fibrose en grandguantité

- TRG2: lares cellules tumorales résiduelles, parmi la fibrose

- TRGS3: cellules tumorales résiduelles mais fibrose prédominante

- TRGA4: cellules tumorales résiduelles prédominantes sur la fibrose

- TRGS5: pas de signe de réponse

(Zones noires: cellules tumorales. Zoneseag: zones nécrotiques. Lignes: fibrpse
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Par ailleursjl a été montré queette réponse histologique a la chimiothérapie sur les
prélevements opératoires étant prédictive de la survie d&@Bdad or i gi ne(208)ol or ec
Le standard de r ®f ®r enc e pour | iv&sweslda at i on
guantification de la réponse par imagerie fonctionnelle peut donc étre la régression tumorale

surdesprélevements anatomopathologiques.
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1.6 Evaluation ce la néevascularisationtumorale

Lo6®valuati on dl@ quant®@idat®®>n &n clea pwasrcul ari sati on
pathologique et immunhbistochimique. Les vaisseaux sont bien visibles sur les colorations
standardsdqploration hématoxyline éosine saffan mai s i | est difficile
nu de fagon reproductible.

Afin de quantifier les vaisseaux, on va avoir recours le plus souvent a
I 6i mmun o hilse tissucelstiintubé avec un anticorps dirigé eomtes marqueurs
vasculaires (CB, CDs4 facteur VonVi | | ebr and) . L6O6®t ude au mic
concentrer sur les régions a plus forte densité vasculaire (zones apgedéspats») et des
techniques de comptage seamnitomatique ou automatique sdgaisseaux marqués par les
anticorps va permettre de calculer la densité miaszulaire (DMV) correspondant au

nombre moyen de vaisseaux/cmz.
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1.7 Le pseudomyxomeéritonéal(PMP)

Le PMP est une carcinomatoggeritonéalemucineuse rargui resteconfiné a la
cavitépéritonéaleLes patients avec PMP sont probablement ceux qui bémédfie plus du
traitement par chirurgie de cytoréduction comp&t€HIP puisque apres traitement, des taux
de survie de | 6or dr e d(87. ToOtétois, cesZdsultatsndépenolantt ®t ¢

de | 6extension de | a maladie et d@O02l a possib

1.7.1 Définition :

Le PMP nodest pas caract®ris® par un type
Codest pour quaoi |l e diagnost i c analomapathlogicues pos ®
mai s sur | 6ensemble clinique, i magerie et [
anatomeclinique, et nord 6 u n  t y p k esticanastérisgzil un épanchement mucineux
dans la cavité péritonéale, associé ou non a dégsleselépithélitles néoplasiquesC 6 e s t

pour quoi | 6autre nom de ce syndrome est | a m

1.7.2 Epidémiologie:

! sbagit doébune maladie rare dont | 6fanci denc
(203. L 6 ©mgogen au diagnostic est de 49 ans, atteignant des patients de 20 a 80 ans, avec
un prépondérance féminia@ec ursexe ratiale 2 a 3 pour un homn{204).

1.7.3 Anatomopathologie:

La cause | a plus fr®quente du PMP est I
muci neuse dans | a cavi sdo PMRent étd deanit® adtaenmentD 6 a u t r
|l es tumeurs ovariennes, coliques, gastrique

mais ces origines sont beaucoup plus g¢205. Des études immunohistochimiques ont
d®montr® | 6origine digestive et en particul |
cas(206, 207).
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Le diagnostic anatomopathol ogique nobest [
cellul es tumor al e saéte @snpfié.lresliagndstedoit dbnec étfe pd2é n 6
par un anatom@athologiste experta 'y a nt | es i nformations clini
disposition. Lexas difficiles doiventfairel 6 o thejredetturscollégiales au seindes réseaux
d 6 e x p ewwt.renapeonlifie.fr/fr/espacerofessionnel/groupeena-path.html).
La principale classification anatomopathologique a longtemps étédsification de
Ronnet et al. e 3 grades
- Adénomucinose péritonéales disséminée (AMPD)
- Carcinomatose mucineuse péritonéale intermédiaire (QMP

- Carcinomatose mucineuse péritonéale de haut grade (CMP)

Cette classification a été simplifitceen@@lt | é6on utilise maintenant
2 gradeq208) :
- Bas grade dépobtsde mucine avec une faible quantité de cellules tuater(<10%), pas
d 6 a tcytgagigue, et épithélium culmtdl simple non stratifié.
- Haut grade: dépdtsde mucineavec une haute cellularité tumorale, des atypies ekl
modérées a séveres, et une morphologie des cellules tusnoitaliéforme, avec une
réaction desmoplague.
Cette distinction se justifie car il a été montré que les patients ay&MBrde haut gradent

un plus mauvais pronostic que lesigais ayant un PMP de bas grgae9, 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 métestgse£st une
di ff® ence majeinmpmeamaci héaxx®dechdbappendi ce,
responsables de m®tastases h®patiques, et €
grande abondance.

Lapr ®s e n cneucadléappemdiculaire estecondaired une néoplasiede bas ou
de haut gradeituéed ans | 6appendi ce, secr ® ant de | a m
| appendice. C 0 e wre dedamacscsledans! lepénitoimequi Yaaausewla t

disséminatiordes impants mgineux et le PMP
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1.7.4 Imagerie TDM du PMP

La TDM resteal 6 heur e actuell e | 6examen | e plus
fait de sa grande disponibilitéeproductibilité son caractére peu opérateur dépendant et sa
grande vitesse dGhaquiesil i onl par nemparet de |
thorax. La conf ®r ence de consensus de 2007 en
indi spensabl e dans | ORA06)) lolr anibgn adeaujour €9 |
recommandation sur |l a n®cessit ®e abasseobe d o un
choix est laissé la préférence chaque équipe.

Léaspect du PMP st t yp ilagnewsen elustdenseeqleule dou
liquide avec parfois des cloisons et des composantes de de@EtégeneUn aspect de
gateau épiploique est souvent rencontré, mais-cefgt moins tissulaire est plus gélatineux
gue cel ui gue | 6ondansilesOPallbios e gc has Livau ¢ meamte
(Figure 11). Cette ascite est typiquement de grande abondance est peut étre responsable
dodéun as pescdaloppihgs sur ld &ie et la ratéFigure 1B). Elle peut aussi étre
responsabl e de®urtles saucthrestdigedtiwes, mars entrainer des compressions
extrinséques, guontla principale cause de mortalité secondaire au PMP. Faire la différence
entre | 6ascite |Iiqgquidienne et | a g®lmtdsi ne nao
de la fenétre de visualisation de la console de lecture pour augmenter le contraste.

De plus |l a visualisation doéune mucoc |l e app
faveur du diagnostid_a mucocéleappendiculaire va typiquement apparaitresstauforme
déun appendice plus ou moins dilat® avec un
infiltration de la graisse pédppendiculaire. Des calcifications pariétales fines sont possibles
qguoi l ne faut pas conf on cdheceede macm ccalcifications t er ¢
péritonéales est audstquente

Enfin, méme si les Iésions extparitonéales sont trés rares dans le PMP, la TDM

per met doéen faire |l e bilan.
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Figure 11. A. PMP de bas grade chez un patient de 53 aspect de gateau épiploique
gélatineux» (fleches).B. Aspect descalopping sur la capsule hépatique et splénique
(fleches).

1.7.5 Imagerie IRM du PMP

Bienquel 6apport de | 61 MM d & aehcoreép salidédarades d es F
étudesdegr ands ef fecti f s sansconteREVD eexsa meanu jloeu r pdldthsu i
En effet, les implants mucineux voatoir un hypersignal franc, quasi liquidiesur les
séquences en pondération dl@rs qie les parties les plus tissulaires vont rehausser le produit
de contraste. De pl us, |l 6admini stration de
rehaussements péritonéaux avee meilleur sensibilité que la TDM211). Les séquences
pondérées en Thve saturation de la graissapres administratiomtraveineusale chélates
de gadolinium vont aussi étre tres sensibles pour détecter les discretes infiltrations des tissus

graisseux.

Des recommandations pour | a r ®ubliégespat i on d
les radiologuesug r o u p e d 6 iéseaugtomal de priselen charge des carcinmases
du péritoine RENAPE: http://www.renapeonline.fr/fr/lespacerofesionnel/renaad.htm).
Ce protocole est relativement proche des pr .
infl ammatoires chr cdoIRjflues de | 6intestin en e
Un jelne de 6 heures est recommandé pour limiter le péristaltisme intestinal.

L 6 acffication oraleest optionnelleDans le cas spécifique du PMP, un agent de contraste
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super paramagnétiquel que leferumoxsil(Lu mi r enE) ou pl us si mpl e m
permetde faire diminuer le signal de la lumiére du tube digé21iP).

Léoacqui sition peut ctre r®al i s®e en d®c
Léutilisation doéun agent Oapeutidmi®strag diglacagoni que €
en intraveineux reparti en deux doses une en d®but ddoexamen et
s®quences inject®es. On peut aussi proposer
du glucagon dildépendant toute | a dur ®en inttaveinéudeede a me n .
chélats de gadolinium est hautememecommandéeenl 6 a b s e vonteeindidation
not amment doéi nsuf fi s séguencesréali®dessbne dess@uences . Le
pondéréesen T2 sans saturation de la graisse. Du fait ede meilleue résolution les
séquencede type eréchode spin rapide (turbo ou fast spin ech8E et FSEsont a préférer
aux séquencesle type single shotnémesi ces derniéresplus fortement pondérées en T2,
sembl@&t souvent suffisantes et moins sujettes auxae f act s de mouvement s.
coupes est habituellement de 4 a 5 ragguises dans le plan axialgalement jointive ou
avec un écart de coupe ne dépassant pas lLmplan coronal peut aussireréalisé, mais
estgénéralemenplus sujet awartefacts de mouvements pour s&guencesde type TSE ou
FSE.Il est possible deéaliseruneséquenceomplémentairgpondérée en Tavec saturation
de la graisse, ou seule la mucine et les liquides resteront en hypersmnafois, laqualité
des imges est souvemtégradéest peut étrgesponsable de faux positifs en cas de saturation
incompléte de la graisse (Figure)1Pe plus, la graisse sert de repere anatomique et il peut
étredifficile de différencierle tube digestif dyéritoineapréssaturdion de la graisse.&e s t

pourquoi cetteséquencae peut se substituer asg&quence$2 sans saturation de la graisse.

Figure 12. Patient de 27 ans avec PMP de bas grAad&équence T2 TSE ne montrant pas

d 6 a n o B.e&béquence T2 TSE avec satioatde la graisse. Un défaut de saturation de la
graisse fait suspecter une lésion ffiénique (fleche)C. Image pondérée en2TTSE
centrée sur le pelvi®. Méme coupe que précédemment, pondérée en T2 TSE avec saturation

de la graisse. Pertedessilbhet t es gr ai sseuses rendant | &i nt e
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Bi en g wtiden 6 avalidée son utilité dans le PMPjl est recommandé de
réalieer une séquencale diffusion de typeécho planaire (EPI) dans le plan axiahvec au
moins deux valeurs de(basses 0 ou 50 s/mrat élevées>800 s/mm). Les images acquises
avec de basses valeurs lmsonttres fortementpondéréesn T2 et la graisse esaturée ce
qui peut aider a faire la différence entre la graisse efedemsmucineuses. Les valeudg b
élevéesvont étre sensibls pour les zonedres tissulaireset éventuellement permettre de
calculer la valeur du coefficient apparent de diffugiabC), dont | 6utilit® re
de la recherchgl24).

Enfin, la derniére séquencedstb acqui si ti on dynami cpdee apr
gadolinium deséquencesolumiquesen échode gradienpondéréegn T1 avec saturation de
la graisse (idéalement dgpe Dixon). L &cquisitond y nami que ndest pas ob
cas du PMPOn peut réalisenneacquisitionartérielleet veineuseentrée soisur le foie soit
sur le pelvis en fonction de la distribution de la maladeeséquencda plus sensibl@pres
injection est la phase tardigelii doitétreréaliséeentre 3 et 5 mimprédedébutd e | 6i nj ect i
(118. On reommande une acquisition dans le plan axiale et corétaatdonne larapidité

d 6 acqui ssisdquencas en ého cdesgradient

1.7.6 Aspect IRM du PMP

Chez le patient avec PMP, onnstatele plus souvent a pr ®s ence dbéun ®
mixte liquidien et mucineuparticulierement bien visualisirles images en pondération T2
(Figure 13A). Les lésions mucineuses sont parfois difficiles a différencier du liquide, mais
ont typiguement m signal élevét moins homogéneun contenu hétérogéne avec un aspect de
micro-cloisons et des parois épaisg€ggure 13B). La présence de masses tissukiest
relativement fréquente (60% des cas dans notre expériencehensésvoitpas uniqguement
chez les patients ayant un PMP de haut grade. Les masses vont typiqaeedetlésions
en hyposignal hétérogéne T2 se rehaussant aprés administratiélaie de adolinium
entouréesl une couronne de mu ¢Figurels. dalésinlcentralepae u r et
typiquementavoir un ADC plus bas que la mucine alentour. Parfas,ncasses sont moins

tissulaires et plus homogenes, et vont se rehausser de fagmimense mais plus diffuse.
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L
Epanchement mucineux a
paroi épaisse
Epanchement
liquidien libre -
4 e

Figure 13. A. Patient de 56 ans avec un PMP de haatdgfEpanchement 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 singlg shot (
en Tl aprésadministration intraveineuse de gadolinium au temps taBjife{ cartographie

ADC (C). Volumineuse masse pelvienne avec une zone centrale en hyposignal T2, rehaussant
intensément aprés administrationtraveineusede chélate degadolinium et avec une

redriction de la diffusion.
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L6admi ni sdhélates degadolinidne vanotamment aider &aractérisedes

atteintes des parois streusestelles que le diaphragme, la capsule hépatiqusgtause

digestive etle péritoine (Figures 1Bt 16).

Figure 15 PMP de bas gradehez un patient de 48 an&. Images pondérées en -TSE.
Atteinte & la coupole diaphragmatique drat B. Images pondérées en T1 apres
administration de chélates de gadoliniumiscret rehaussementfleche) Les Iésions

puremenmucineuses 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 aprés injection de chélates de gadolinium.
Rehaussement des capsulépdtique et splénique. Le patient a été traité par glissonectomie

et splénectomie.
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Une ®tude a rapport® une <corr® ation ent
minutesapres administration de gadolinium et le grade la tumeureceais®s ul t aass noé o1
®t ® confir m®s @AlBr Dadstnatre expéeience®h déthieds 5 minutes peut

sbav®rer un peu | ong et nous pr®f ®rons | es a

L6int®r°t de | a s®quence de diffusion noa
va décroitre lorsque la valeur daugmente, un peu moins vite que pour les liquides purs. La
séquence EPI avec saturation de la grasfaible valeurs deb est souvent de meilleure
gual i t® qudune s®quence delagraissecet moins aytéfaete s h ot
g u 6 u n encesT®H avec saturation de la graisse. Du fait sa forte pondération T2, elle peut
étre complémentairede la séquenceen pondérationT2 sans saturation de la graigseur
détecter la mucine condition que les deusériesd 6 i ma g eamalysées er ménemps
Sur ks imagesavec unevaleur deb élevée,seuls les implasttissulaires vont rester en
hypersignalmodéréet en particulier les massésigure T7). La mesure de | 6ALC
I 61 n s tdémontréd gheéret mais pourraipeutétre permettre @ distinguer les PMP de
bas grade des PMP de haut grade.

Figure 17. Patent de 67 ans avec PMP de pasgle.a. vue chirurgicale multiples implants
autour du tube digestib. TDM : faible contraste des Iésions qui sont diffisigedistinguer

des ansesligestives normales. images pondérées en T2 single shot montrant les lésions
antérieurs au tube digestien hypersignald, e, f.décroissance du signal au sein de la mucine
lorsque la valeur db augmente. La séquence lorsdusd est particulieremergensible pour

détecter les implants en hypersignal.
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1.7.8 Intérét de la TEP-TDM

Du fait de son caractére peu cellulaire et nobatmucine, le PMP est une tumeur
peu consommatrice de glucose. La TEPDeest do
plus, cez ces patients, l e bilan doéi magerie sp6¢
premiere au cours de laquelle le diagnostic a été fait et des biopsies réalisées. Il est donc
possible de voir des hyperfixations résiduelles faussement posliivesétule a décrit ua
corrélatonent re | 6i ntensit® de | a consommation de
r®sul tatscoddntr mPpas pI(BIbhuesesi @t ®dessant
corr®l ation similaire a ®t® trouv &ELB.&Uneec | O
étude récentele la méme équipa mont r ® qud un &FDB gtpiteun fadtexrat i o n
prédictif de récidivé126).

1.7.9 Criteres de non résécabilité

L6obj ect préopérhtoireebt ddutden: faire la cartograptpescisedeslésions
et chercher deesritéresde nonrésécabilitt E n iatérétde fa,chirdrgd decytoréduction
si la résectionne peutétre compléteestcontroversemémesi desétudesrécentesuggerent
g u 6 wéseetiona pluscompletepossible dans un centre expert &stocié& unemeilleure
survie globalg(214). Il est donc primordial de repérer des criteres de régecabilitéet de
signaler au chirurgien les zoneeba r ®s e c t étredelicateiLes griteeesdel don
résécabilitéchirurgicale sont classiquement les atteintes ttgnduespour lesquéés la
résedond une trop |l ongue porti on ad e ®lcGdsssderd Bt idrd
une colectomieompléteet une gastrectomie qui se traduirait par une trop grande morbidité
postopératoire.Les atteintegprofondesdu pédiculehépatiqueengainah les vaisseaux sont
aussi urélément majeude nonrésécabilité L 6 u n e étudessur le sajet e@npaé les
performances de | a TDM et de | 61 RM | ues par
évaluerl 6 a t momrésgdble dupédiculehépatique et dumésenter¢117). Menassel et al.
ontainsimontc hez 73 patients avec PMP spgafietédea TDM
100% pourmprédirel 6 e nseraeimnos résécabldu pédiculenépatiquepour le lecteur senior
alors que pour le lecteur junior, $pécificité était de 100% en TDM et 97% en IRM. Par

aill eur s, Inénerésécablelu nseseatenadtaitipréditen TDM et en IRM par le
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lecteur seior avec unespécificitéde 100% et 99% atne spécificitéde 100% pour les deux
modalités pour le lecteur junior. Ces excelméisultatssonta mettre en perspective avec les
autres carcinosepéritonéalespour lesquels les performances du bifméopéatoire pour

prédirela non résécabilitéont nettemennférieure108).

1.7.10Diagnostic différentiel

1.7.10.1 Cas de lamucocele
Pourun nombre non n®gligeable de Isad i ents
présentenén urgence pouwtesdouleurs abdominalesgetu e | 6 o run appesdicéldrgi s e

sur la TDM préopératoireLorsquele diagnostic denucoceleappendiculaire est mangsur
la TDM, il va alors étre peropératoire et anatomopathologiquegueta mucoceéleesst isolée
et non r ompu e celled 6 agryctaretebunlés souvers te grande taille, avec
une paroi fine et éventuellement de fines calcificatipasiétales (Figure8). Il est important

de note qu6i | ndéy aon ge ks grais8e pedppehdiculadrd c¢e qui permet

do®l i miner | e diamudansdaiplupartdedcasppendi ci t e

Figure 18. TDM chez un patient de 43 ans se présentant aux urgences pour des douleurs
abdominales. Mucoceéleappendiculaire secondaira un cystadénome borderline de
| 6appendice (®toile) avec de fines calcifica
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1.7.10.2 Les autres carcinoses

Certaines CP peuvent vrai ment mi mer | 6aspect
ddédad®nocar cismuimeens ledésiogsenéstatifjuegpéritonéalegpeuvent avoir
un aspect mucineufFigure D). Il est alors presque impossible de les différencier du PMP.
La présencede signesassociéstels que desnétastasehépatiques une masse primitive
colorectaleou ovarienngsont des argments forts contre le diagnostic de PMP. De plus le
PMP est responsabl e doéoun effet d escaloppimys e c h
cystique» faisant un effet de masse plus doux ssipBrenchymsque lesCP ovariennes ou
colorectales (Figur0). Enfin, lesCP ovariennes ont un aspect assez classique, associant des
masses ovarienndgtérogenesure ascite plus liquidienne et uagateauépiploique». Les
atteintes nodulaires sont plus rares et segémeralemenen hyposgnal sur les images en

poncerationT?2.

Figure 19. Patient de 45 ans | RM pr ® amp @amcer tmodineug dudcdlon gauche.
Images en pondération T2 montrant des lésion€Ren hypersignal (fleches). Aspect tres
proche du PMP.
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Figure 20. Image en pondération T2 singlotchez un patient de 67 ans avec PMP de bas
grade scalopping cystiquéfleche): le parenchyme est refoule @éformémais lacapsule

restebiencontinue

1.7.10.3 Les autres lésions kystiques

Les autres diagnostics différentiels sont les lésiokystiques péritonéales et
pelviennes.

Le mésothéliomekystique (anciennement kysteésothéal) est une Iésion bénigne,
composéalelésionspur ement Kkystiqgques, dont | es parois

mucineuxou solideet les images IRM sont fortemeahtocatricegFigure 2L).
Un autre diagnostic différentiel est le lymphangiome kystique. Le plus souvent il est

unique, avec deseptae t une | ocalisation pr®f ®renti el |

contingent graisseux ou mucineux et pas de rehaustemen
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Figure 21. Mésothéliome kystique chez une patiente de 43 Ansimage coronale en

pondération T2 single shot aspect de multiples kystes r ®g

contingent tissulairdB.Aspect de | a pi ce dbéex®r se.
1.7.11 Conclusion
Le PMP estun€Ppar ti cul i r e Séscandtérsiqued Struaturalesiet r e .

son polymorphisme en fond une maladigarticuliere pour le radiologue car les
performances des examens do6i madglrmufitdssant mei
raret ®, peu dé®t udes ayant inclus un grand n
plusieurs études préliminaires, notamment sur la prédiction du doident étrevalidés sur

de | arges cohortes, e dévaluéri nlabgleR M ee sdte wvdri af if nuesn
fondamentakt le plus performant dans cette maladie radiologue doit savoir la proposer

alors que la TDM reste trop souvent le seul exargatisé La prise en charge doit étre faite

dans des centres spécialigésfin, le caractére relativement vasculaire de la maladie, malgré

son faible contingent <cellulaire en fond unc¢

tumorale.
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1.8 Les modeles animaux

L6®I aboration de mod | es a rsounmeanécessairoeavant t e st
de passer “ aux e EmseHet, 8s parnhetent dé tésfert desemoléculas dans .
un syst me vVvivant proche de | 06°tr e initranai n, (

Un modele animal doiteproduire les caractérée la pathologie humaine de fagcon adéquate.
Dans le cadre des modeéles animaux tumoraux, il y a déaredts {ypes de modeles
- Les modeles immunocompétents

- Les modélesmmunodéficients

Les modéles immunocompétents plusieurs avantagesils sont mois chers car les
souris ne sont pas génétiquement modifiées, et ils permettent de reproduire une maladie chez
un ani mal ayant un syst me immunitaire compl
systeme immunitaires et seetentiellesinteractions agc la pathologie et les traitements
évalues Leur principal i nconv®nient, est qudils
murines, qui vont sécr&tdes hormones ou des toxines murines et qui ne seront pas toujours
sensible & un traitement comgpour une tumeur humaine. Par exemple, un anticorps anti
VEGF humain tel que ledw aci zumab ndaura pas un effet a
déorigine murine s®cr ®t ant du VEGHK215R16.i n que
La souris est | 6un édas s8aai matx téudiesua grdnd e péer
nombre doi ndi vi dulrement, etrqueson cytlade bepreducgon esb aourt
(9 semaines)Les sourisBALB/c sont un type de souris de laboratoire immunocompétentes

largement utilisées.

Les modéles immundi@ents: ils existent des modeles chez des souris ayant une
immunodéficence globale ou sélective. Les soaysnt unammunodéficiencesélective ont
un géne ou un ensemble de génes qui sont sélectivement modifiés ou désactivés (souris dites
«knockouv)pour ®tudier | 6expression dentvisantag ne s
combler le déficit en questidg17).

Les modélesmurins ayantune immunodéficienceglobale sont plus fréquerg et moins
chers. On utilise tout pactilierement lasouris athymique nudee | | es pr ovi ennen
lignée génétiqgue présentant une mutation génétduegéne FOXNI1c a u s absdnce | 6
congénitale de thymusu son non fonctionnement. Cefa provoquer un déficit en immunité

humoral via les lympocytes T. Par ailleurde phénotypede cette souris searactérisepar
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| 6absenséedodbspmwmce doé6i mmunit® humorale va pe
xénogreffe de tissussusd 6une autre esp ce saaqsefepetdduP
tumeaur humaine va entrainer la colonisation de la tumeur par le stroma et les vaisseaux
murins et de recréer un avatar. b@croenvironnementumoral ainsi créé va avoir une
composante mixte humaine et muri@@s modeles sont particulierement intéressargs|lar

| 6on veut ®t udi er une tumeur humaine avec d

orthotopique, il peut reproduire une grande partie des caractéristiques de la tumeur initiale.

Beaucoup do6®tudes wutil i sentcellilesssumoralas eseus de ¢
cut an®. Léavantage de <ces mod | es et l eur
croissance tumoral e, mai s ils ne permettent
son stroma.

Des lignées de souris plus profomtEnt immunodéficientes existent, telles que les souris
SCID (severe combined immunodeficiencylles vont pouvoir recevoir non pas du tissu
mais des cellules dbébune autre esp ce, cC omme

hépatiques qui vont pweair coloniser la souris receveugi8).
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2. Objectifs

Les objectifs de ce travail de th se ®taie

m®t hodol o g iorefondtiiébnBelieade la eatcinose péritonéale

Pour parvenir ° ceudeemdppriest i f, | e travail s

(@)
QD

1. Etabl ir un mod | e murin dobéanigi ogéagse ¢aduwm
murin orthotopique de PMP chez la souris nude permettant
- De caract®riser leid histopgieo immunohistechimiey etoen a |l e
imagerie pamicro-angiographie
- Do®valuer | 6®chographie Doppler dans | 6art
de | 6angiogen se au Cco0ur s premiertenipy mibk OPsp e me n
traitement antangiogénique

- Dé6®valuer | a valeur des marqueurs s®rique

2. Mettre au point débune s®quence de diffusi ol
- Nous avons pu évaluer la fiabilité et la reprodulitéb de cette séquencaans le
modele murin de PMP et dans un modéle murin de carcinose colique murine chez la

souris immunocompétente

3. Sui vi de | 6efficacit® doéun traitermadans angi
un modéle murin de PMP.
- Nous avos suivi longitudinalement un groupe de souris traitées par sorafénib et un
groupe de souris témoins, par IRM de diffusionmoili f i n ddéextraire | e
IVIM et suivre leur évolution au cours du temps
- Les param tres d 61 ma g edensit® mioravdscula®d¢, @ux c or r ®

marqueurs s®riques de | 6angiogen ses et a
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Perspectives Applications translationnelles chez le patient

- Dans le prolongement de notre expérience chez le modéele murin, nous avons évalué
| 6 appor traptieDoppe@lans leiyi despatients ave®MP.

- Nous avons ®t udi ® une autre :telcthhan agluyes
dohi stogramme comme biomarqueur deP | a su
colorectalenon résécable

- Nous avonpgpo®wva ldye® rhpport R Il TDM dans le bilan préopératoire
desCP.
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3. Résultats

31Et abl i ssement d &PWApounévdluet et canactérisern d e
| 6angi ogen se twumorale p®riton®al e

Léutilisation de mod | es anirmaupxoue stl 0l®a
préclinique de la microcirculation tumoratevivo. La croissance tumor al
des traitements antiancéreux dépend gmandepartie du microenvironnement tumoral dans
laquelle la tumer se développeDe plus, les modelesimoraux animaux qui sont le plus
souvent utilisés sont des tumeurs greffées en-cmasmé, qui permettent de visualiser
directement le développement de la tumeur. Toutefois, ces modéles de greffes soes cutané
ne reconstituent pas un environnement tuimooenplet, &ec son tissu de soutien et tous ses

facteurs de croissances.

Léutilisation de mo d enl revanche det réconstitugriug u e s |
environnement tumor al proche de | a tumeur d:¢

nous avons ékcidé de travailler sur deux modeles murins de greffe orthotopiqQ®.de

Léobjectif de | a premi triple:®t ape de notre tra

1. Développer un modéle murin de PMP par xénogreffe orthotoplguiissu humain
chez la souris ude, et le cara@tr i ser d 6 u ne hjstologique etd e vV u

immunohistochimique.

2. Evaluer une premiére technique de quantification -ineasive in vivo de
| 6angi ogen se tumorale et du d®vdahscepp e men

modéle.

3. Enfin, nous tavadisn t tersangRgéahidue,fetbevaciztmab chez
ce mod |l e, et quantifi® | d6effet du traite

La r®ponse ~ ces objectifs -dess®us@ubkepapihe t ®e d

American Journal of Pathology
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Dans la premiere partie de ce travail, nous avons mis au point un modele murin de
PMP obtenu par greffe intrpéritonéale de petits morceaux de PhtBvenant depatients
humains opérés. Nous avons ainsi pu établir 9 modéles murins de PMP de bas et de haut
grade. Dans ces modéle murins, nous avons observé le développement de la tumeur avec
augmentation visuelle du périmetre abdomirallasouris dans un délai initialement de 136
jours [1161 6 6 ] mai s qui sOoest raccour cisasourisf ur et
jusqubdé”™ une moydlibhNousthenseRligjéacairésaltatpat [2 sélection au
fur et - mesure des passages dbébun contingert
reproductif le plus élevé. Par ailleurs, nous avons obserwvé@eomposante liquidienne et
une prédominance de composante tissulaire dans ce modele.

En histologie, nous avons pu confirmer par coloration trichromatigueatoxyline

éosine safran (HES)a r eproduction de | 6architgedet ure t
l 6humain ~ | a s o4marquages parriCKA0,rpancytol@mtines MARU et pour

l e Ki 67 ont confirm® | 6or i gainsie quei g@ s paucv e ®p i
cellularité.Nous avon® U S S i pu mettre en ®uarquduedescellulesa per
productrices de mucine (MUC2). La mutation

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 (aDDs;) et de la paroi des péricytes (adésmine)
confirmant une importante angiogenése dans cette tumeur peu cellulaire.
Léarchitectur e duvasciairecaaété étadeg et Viduadisée gegacenai c r o
la technique de micr@ngiographie. Nous avons ainsi pu visualiser le réseau capillaire
extrémement tortueux et irrégulier au sein de la tumeur. Sous traitemeahgintiénique,
nous avons aussi pu mettre en ®viehexnce une n
Par | 6®chographie Doppl er de | d6art re m®
observé u n e acc®l ®r ati on des fl ux vascul aires
développement de la tumeur. En paralléle, nous avons pu montrer que les vitesses
circulator es r est ai ent stables dans | e tronc cili
Nous avons ensuite r®al:is® deux sets dobex
Dans un premier set, nous avons compareé 2 groupes de sourissgreéeeu PMP issues du
méme modele
- Un groupe de souris témoins

- Un groupe de sourisaitées par antingiogénique (bévacizumab)
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Dans un second set, nous avons compare 2 groupes de sourisgradtedu PMP issues du
méme modele chez lesquelles une chirurgie de résection incompléte a été:réaliké@ o b j e c t |
était de reproduire latsiation dinique de la chirurgie de cytéduction 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

angiogénique(bévacizumab)

Les souis 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 souristraitées
- Ce ralenti ssement de | a Croissance t um
significative des flux dans | déart re m®se
- Une augmentation significative &EBG, mar qu
PIGF,et TGFb) chez les souris PMP comparées a des souris témoin
- Une diminution significative de ces marg

sourisPMPtraitées par arfangiogéniques comparées aux SOBNAP non traitées.

Nos résultats suggérent donc uneceftité des traitements aatingiogéniques sur le PMP et
| 6®chographie Doppler semble °tre un outil [

cette maladie.
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Orthotopic Animal Model of Pseudomyxoma Peritonei

An in Vivo Model to Test Anti-Angiogenic Drug Effects
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Running title: Antiangiogenic Therapy in Pseudomyxoma Peritonei Model
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ABSTRACT

Pseudomyxoma peritonei (PMP) is an uncommon peritoneal mucinous carcinomatosis
confined to the peritoneal cavity. The rarity of PMnh 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 reguoible 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 sulfateismlectin microangiography and Doppler ultrasound of
the superior mesenteric artery (SMAumor angiogenesis was confirmed by the presence of
tortuous vascular networks with high levels of expression of CD31, Vascular Endothelial
(VE)-Cadherin, and DesmirDoppler ultrasound of the SMA revealed @0l 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 sabilization 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 actudly 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 mucinotsmor tissue in the peritoneal cavity without
extraperitoneal growth, leading to inrtahdominal compression and a fatal outcome.
Consensus is that PMP has an intestinal origin and results from the perforation of a mucinous
appendiceal neoplas(®-4) Compgdete cytoreductive surgery with hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy (HIPEC), is now a wesliablished 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. Mooer, treatment failure and recurrence are not(fke.

Histopathologically, PMP is graded from disseminated peritoneal adenomucinosis
(DPAM or low grade) to peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA or high grade) with an
intermediate histological typd?MCA-1/D).(12) PMP presents as large patches of mucinous
deposits that contain a few cells organized as apiferative epithelium. The paucity of
tumor cells may explain the relative lack of efficacy of the common cytotoxic chemotherapy
regimens on PM. 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
respons€l3, 14) To improve the overall survival and recurrefiee survival rate, the
dewlopment 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 theistopathological 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
describethe development of orthotopic xenografted PMP in animal m¢iig|sl6)

To date, the evaluation of patients with PMP is based on computed tomography and no
functional imaging modality has a proven efficacy in the follguvof these patients. Doppler
ultrasound (DUS) has been successfully used to monitor the tumor blood supply in primary
and secondary liver cancdfs/-21) The main blood supply of the PMP tumor arises from the
superior mesenteric artery (SMA). We thus hypothesized that DUS of the SMAI woul
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-qaanitiative analysis of the
development or the involution of the tumor vasculaftit.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 Rviihedmplete
surgical resection.
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MATERIALS AND METHOD S
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. Tisaomples 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-weekold female ghymic 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 patfiregezonditions,

and irradided food and water were supplied! 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 protocotheand
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 umor samples wereollected and immediately brought to the animal facility. The fresh
tumor tissue was cut into 3x3x3 mm pieces. The tumor fragments were intraperitoneally
implanted in 2mice for each sample. A-dm midline laparotomy was performed, and six
tumor pieces wer 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 thd0g. After sacrificing the mice, the macroscopic assessment of
PMP was performed, during which a search for primary and metastatic tumocaniad

out; these tumors were sampled for further analyses. The tumor samples were embedded in
Optimal Cutting Tenperaturg OCT) compounabr fixed in formalin.

Cytoreductive surgical procedure

Cytoreductive surgery was performed at 33g. Each mouse mesthatized withl.5%
isoflurane in 100% @ 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. Theeritoneum and nscle 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, Schdfilogigh 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 hematoxylineosinsafran (HES) and alcian blue. Hikgical 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 (PMCID).(14)

Archival paraffinrembedded tissue blocks were cut irtb vhicrons 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 immueroStaa

monoclonal antMUC-2 antibody (cloner Ccp58Novocastra, Newcastle, United Kingdom)

was used at 1:100 dilution§heepitopespecificallyrecognizd by the aniMUC-2 antibody

is Human Mue2 glycoprotein(no crossreaction with Mut or Muc3 derved peptides).

Slides were incubated with the above primary antibody for 1 hour at room temperature;
thereafter, goat anthouse secondary antibody was applied and the reaction was developed
using diaminobenzidine.

Additionally, tumor samples from each page hrough passage 5 were embedded in OCT
compound for the ©prepar at i-thickness)f whichrveredhen t i s s
fixed in acetone at 4°C for 10 minutes and immunostained as described. After washing, the
nonspecific sites were saturated fd ghinutes with BSA (10 g/L in PB$% Tween). The
sections were then incubated for 1 hour with the following primary antibodiespaanti
cytokeratin antibody (1/100) (Abcam, Cambridge, USA) and-@rtkeratin 20 (CK20)
antibody (prediluted) (Abcam, Camtge, 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 Pomte-Claix, France); an antibody against
VE-cadherin (1/50) (Santa Cruz Biotechnology Tebu SA, Le Peama¥velines, France),
which is a protein localized at the intercellular junctions of endothelial cells; an antibody
against desmiif1/200) (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 ElLES5 goat antmouse, goat anti

rabbit, or donkey anjoat, or Alexa Fludt 488 goat antmouse, donkey antat, or donkey
antigoat (Interchim, Asnieres, France)] and then washed with B ween. The primary
antibody was omitted on sections that were used as negative controls.fdronpgouble
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 suope equipped with the
appropriate filters (Observer.Z1; Carl Zeiss Inc.).

TP53 functionality and KRAS mutations analysis

Mutational analysis of P53was performed using FASAY-(inctional Analysis of Separated

Alleles in Yeast), in accordancettee mehod described by Flamast al(23)

This method requires frozen tumor samples evaluates the transactivation activity of p53

on a p53responsive promoter stably integrated in the yeast genome. RNA was extracted by
phenolchloroform method, reverse tranded and p53 transcripts were amplified by PCR

and transfected into yeast. Yeast colonies transformed with wild type or miRB&Rl
sequences appear white and large, or red and small, respectively. TP53 status was considered
mutated when: more than 10% the yeast colonies were red and analysis using the split
versions of the test could identify the defe
The seven most frequetRAS mutations on codon 12 and 13 were analysed by allelic
discrimination after DNA extramin from selected FFREections (>20% tumor cells) of the

t umor sampl es using t he Ql Aamp DNA mini kit
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instructions Specific probes for each allele (mutated or not) were labelled with fluorescent
reporter dencdandaadyset by eedl timedER on a LC480 (Rd2H$)

Microangiography

Conventional microangiography was performed in 5 grafted mice to characterize the tumor
vascular network. Under anesthesia, a longitudinal laparotomy was performed, and the
abdomnal 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 sulfgfenL).

Image acquisition was performed with a digitatra¢ transducer (2100; Kodak Dental
Systems, Atlanta, GAR2)

Alternatively, performing the same surgical procedure in another 5 mice, we perfused 0.5 mL
of heparinized salinand 0.8 mL of bandeea simplicifolia isolectin B4 (IB4) conjugated to

FITC (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) diluted with PBS to a concentration of 0.25
mg/ mL. This tracer Dbi-galdcdoseyIB4R® and is areendpthetiab t e r |
cell-specific markerthat 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 compasgsisted 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 PMCAumorgrafted and 10 agmatched normal mice had ultrasound
measurements usingRUS instrument(Vivid 7, GE Medical Systems Ultrasound, Horten,
Norway) equipped with a tRIHz linear transducer as previously descrili2?). 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 aanterior 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 vesseland pulsed Doppler velocity waveforms were recorded. Bgstolic, end
diastolic and timeaveraged 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 factoteb€TGFb ) were deter min
ELI SA tests (MMVOO, DPGOO and MB10O0B, respe.
instructions.

Treatment

In another set of experiments, we applied an antiangiogenic treatment in two models of
peritoneal mucinous carcin@tosis (PMCA1 and PMCA2). 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=Q for PMCA-1 and n=10 for PMCA) according to prior publications.

The mice in the control groups (n=10 for each experiment) received an equivalent volume of
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phosphatéuffered saline (PBS). The mice were sacrificed when they weighed more than
40g. The sam angiogenesis markers (VEGF, PIGFand G- wer e quanti fi ed
groups 6weeks after the tumor graft and compared to 5rageehed nosgrafted mice. In

another set of experiments, after cytoreductive surgerypeedermed 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 settingnidée

were carefully monitored for 4 weeks with DUS and weighed weekly. The deveibmhe

tumor growth was evaluated by following the increase in weigdrur8 angiogenesis markers

were also quantified

Statistical Analysis

Results were expressed as the meanszstandard deviation (SD). Heart rate, blood flow
velocities, and concentrationsf serum angiogenesis markers were compared using an
anal ysis of wvariance (ANOVA) . ttd3tewere pdrformedp ai r e
to identify which time point or which group differences accounted for the significant
ANOVA. The survival probhkilities were estimated using the Kaplsteier productimit

method (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium). Avalue<0.05 was considered to be
significant.
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RESULTS

Tumor growth in the animal models

Among the 18 intraperitoneally grafted, patieetrieved 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 (ENMCRMCA7),

and one was representative of a disseminperttoneal 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 dalSdjlafier

the first transplant to 78 days 4244 after the fifth transplant. The take rates ranged from 80
to 100% for PMCA1 to 7 and from 40 to 90% for DPAM. As observed in humans, the mice
presented abdominal distension due to tumor growth. PNI@G&7 were considered as more
aggressive compared BPAM 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 atteed 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 miceve 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 epitblium 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 subtypeoHgsd po
differentiated architecture (Supplementary Fig-D)C The pathological characteristics were
conserved through the successive tumor passages with no change in the proportion of
mucinous ascites and Asolidod mucinous tumor
High levels of exprssion of parcytokeratin 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 maintéSwgaplementary Fig. 2A

B). Low leveb of DAPI immunostaining and the presence of only a few isolate@7Ki
positive tumor cells were observed, which verified the paucicellular and low proliferative
characteristics of the tumor (Supplementary FigI)C

Immunohistochemistry showekigh levds of Cytoplasmic staining of tumor cells by the
antibody antMUC-2 as well in thehuman tumor as after passages from mouse to mouse,
confirming that tumor kept its biochemical characteristics with a high production of mucin
(Supplementary Fig. 3/8).

Molecular characteristics were also analyzed irPiMeA-2 modelfor initial patient and

xenografted PMIh two nmice.No alteration of the p5&inctionality (TP53 WT) was

detected in the initial human sample nor in the xenografted tumors. Nevertheless, an

activating p.G12V mutation of tteRASgene was detected in the human sampléaratite

two xenografd mice highlighting that the xenografted tumors reflect the human origin at the
molecular level.

Angiogenesis analysis

Tumor angiogenesis was visualizeiith anttCD31 and antVE-cadherin antibodies, which
are specific for endothelial cells (Supplementary Fig&@Eand an antdesmin antibody,
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which stained pericytes (Supplementary Fig. 2H). Double staining confirmed the co
localization of the VEcadrerin 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 abdominalorta, 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, timeaveraged meaBFV measurements in the SMA and in the celiac trunk remained
stable: 6Bad8flllg. 5'fidsgedtivety irhys2EC). In contrast, in the tumor
group, the meaBFV in the SMA increased from the time of the tumor graft to the time of
sacrifice (from 6,.peo0al), 8though thd Be®BVNdmnaited stabld s

in the celiac trunk (Fig. 2D). The 1-8ld increase in the medaBFV 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 dilassisyeand 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 PMEA-1-

grafted and PMCA-grafted mouse models treated with bevacizumab had a significantly
greater survival time than the mice in the control groups without treatment (Fig).3or

the PMCA1 model, the median survival time was 79.8 days1@3] in the treated group

(n=10) and 58.4 days [488] in the control group (n=10, p<0.001, HR=0.12; E0087). For

the PMCA2 model, the median survival time was 81.6 days124] in the treated group

(n=9) and 58.2 days [510] in the control group (n=9, p=0.008R=0.16; 0.05.57).

The plasma concentrations of VEGF, PIGF, and TGFi n t he 5 heal t hy ung
17.9+2.7 ng/L, 20.9+4.1 ng/L and 4.5+2.9 ng/L, respectively. In the PXIGAodel, the

control mice (n=5) presented dramatically increased plasonaentrations of 140.7£19.5

ng/L, 203.4455.2 ng/L and 28.1t5.4 ng/L for VEGF, PIGF, and -BGF r especti v
(p<0.001, compared to the healthy mice). In the bevacizdmabed mice (n=5), the serum

levels were lower compared with the untreated graftee,n@ind 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 TGk . However, the serum | evels remai
healthy mice (p<0.01) (Fig. 4A). After treatmentthvbevacizumab, the vessels were more
organized, regular and straight as indicated by microangiography using IB4 in conjunction

with FITC (Fig. 1GD).

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

After surgery, all otthe mice presented lower weights (p<0.01). The #B&ed mice had a
rapid recurrence of the PMP with an increase in weight and abdominal volume (Fig. 5A).
Moreover, all of the PB&eated mice reached the -@ft weight of 40g within the first four
weelks following resection. The medFV 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. ®C)contrast, the
bevaizumabtreated mice did not present any irage in their weight or in their abdominal

volume until the 4th week, (i.e., at the end of the follgy). Moreover, they had lower

weights at 4 weeks compared with the untreated mice (p<0.05). Af"theek,the mean

BFVs in the SMA decreased to 75% of the value recorded before s(ogér95). Moreover,

they were lower compared with those recorded in the untreated mice Stwieekt of follow

up (p<0.001) (Fig. 5B). The med&FV remained unchanged in theliac 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 TG i n the mice treated with surge
12.82+3.79 ng/L and 65.6+7.3 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
(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 TGH . However, the serum | evels remained
mice (p<0.01) Fig. 4B).
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DISCUSSION

We established eight reliable and reprale in vivo models of PMP in immunre
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 chararstics similar to those in humans.

The immunostaining analysis highlighted the presence of vessels within the tumor associated
with a few isolated kb7-positive tumor cells, thus confirming the low proliferation

characteristic of slowsensitvity toctandaadrcliemadthergp§) t u mor 0

Using our models, we were also able to demonstrate with microangiography and DUS
the actualin vivo development of tumor angiogenesis. Moreover, we also demonstrated a
correlation between the me&kV as masured 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 literdure only three publications that reported animal models of P27, 28)
Flatmark et al. published five mouse models of human PNIBA27)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 accor di ng t o
classification that corresponded to tumors with a moderate degree of aggressiveness. In their
last study, Flatmark et al. successfully tested several intraperitoneal chemothanapies
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 therapwnnadjuvant setting or after
cytoreductive surgery.

Chua et al. have created three models of histologically proven DPAM iflEits.
Although they reported a take rate of 100% within 3 months after the grafts, they did not
provide any information regardinthe conservation of their model, which makes their model
difficult to reproducg15) 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 treatents. The histopathological subtype of a tumor is an independent
predictor of poor progressieree survival and poor overall surviy@) Consequently, the
assessment of antiangiogenic drugs should be performed on the most aggressive models of
PMP. In ourstudy, wedeveloped 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 requiresew models and more refined tools or the implementation of
functional applications of wekstablished techniques for monitoring the response to newly
developed antiangiogenic drugs. The development of techniques to quantify tissue activity
may help predictumor 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.

Norrinvasive 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 availabilitypfeatinical
studies in small animals, we require Aiomasive methods that ideally would be reliable,
rapid, reproducible, easy to repeat during a prolonged falijpwand affordable. Two
dimensional colecoded pulsed DUS for the measurement of BFV inawufeeding vessels
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provides a powerful tool for thim vivo evaluation of tumor growth and the assessment of
neovascularization in preclinical studiesdacan be a useful technique to assess treatment
efficacy(19-21)

We used the SMA meaBFV recordingsa assess the functionality and density of the
downstream vessels. In our study, we found greater {BE&fs in the SMAs of mice with
peritoneal tumors containing abnormal vessels. The peritoneal vasculature is mainly supplied
by the SMA. According to our sellts, mearBFV 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 incresed 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
effectsof 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 betiaied The role of angiogenesis and
vascular remodeling in the development of cancer has been largely demori28ateo)
Consequently, tumor vessels have become an important target in cancpy thdhathe
development of novel targeted theragi@$.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 retjuifée 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 antiangiagdunction, apart from the antitumor
function, is difficult with common cancers. Indeed, the low proliferative profile of PMP
associated with neangiogenesis allows for the evaluation of the efficacy of antiangiogenic
drugs without any bias induced by antiproliferative 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.

Reent studies have revealed that AriGF therapy may have a limited effect on
tumor vessel§34-36) highlighting the importance of developing other antiangiogenic
strategies for cancer treatment. Other therapeutic targets may be explored through igentifyin
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 conventionaldaiaging
cytotoxic drugs have a limited efficacy in PMP. Indeed, the majorityMP contains large
amounts of mucin but is paucicellulgnti-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 nibelgtoreductive surgeri€87)

Our study has several limitationBirst, 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 recentlglished(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 situatioms theoretically possibleSecond, DUS is an operatdependent technique.
Therefore, sampling of the me&#¥V was repeated five times and averaged to limit intra
observer variability. Moreover, the investigator performing the DUS was blinded to the
treatnent for each mouse. Third, although we demonstrated angiogenesis in PMP, because of
the poor cellularity inside the tumor and the amount of -vastularized 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 witt vivo functional imaging of the tumor
will help to understand the changes in tumor vascularity in terrmperafeability and changes
in the size of the vessels.

In conclusion, we established eight reproducible murine models of RiEh are
very similar to human PMP, particularly regarding the local peritoneal development and the
absence of metastasis. Moregwbe 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 reductio 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 -secumulation of mucin, which characterizes the failure of surgical
treatments and which is responsible for repeated treatment and increased morbidity.

Acknowledgements: Raphaélle AUDOLLENT, Aurore RAMPANOU, Isabelle
MADELAINE, Nathalie JOURDAN, Judith NEMETH

REFERENCES

1. Cuatrecasas M, MatigSuiu X, Prat J: Synchronous mucinous tumors of the appendix
and the ovary associated with pseudomyxoma peritonei. A clinicopathologic study of six
cases with comparative analysis eficrasmutations, Am J Surg Pathol 1996, 20:73%

2. Guerrieri C, Franlund B, Fristedt S, Gillooley JF, Boeryd B: Mucinous tumors of the
vermiform appendix and ovary, and pseudomyxoma peritonei: histogenetic implications of
cytokeratin 7 expression, Hum Patidl97, 28:1039.045

3. Ronnett BM, Shmookler BM, Diena&West M, Sugarbaker PH, Kurman RJ:
Immunohistochemical evidence supporting the appendiceal origin of pseudomyxoma
peritonei in women, Int J Gynecol Pathol 1997, 1%:1

4. Szych C, Staebler A, Connolly@ Wu R, Cho KR, Ronnett BM: Molecular genetic
evidence supporting the clonality and appendiceal origin of Pseudomyxoma peritonei in
women, Am J Pathol 1999, 154:184855

5. Chua TC, Moran BJ, Sugarbaker PH, Levine EA, Glehen O, Gilly FN, Baratti D,
Dera® M, Elias D, Sardi A, Liauw W, Yan TD, Barrios P, Gomez Portilla A, de Hingh IH,
Ceelen WP, Pelz JO, Piso P, Gonzdlreno S, Van Der Speeten K, Morris DL: Eardnd
long-term outcome data of patients with pseudomyxoma peritonei from appendiceal origin
treated by a strategy of cytoreductive surgery and hyperthermic intraperitoneal chemotherapy,
J Clin Oncol 2012, 30:2442456

6. Elias D, Gilly F, Quenet F, Bereder JM, Sideris L, Mansvelt B, Lorimier G, Glehen O:
Pseudomyxoma peritonei: a French multicen study of 301 patients treated with
cytoreductive surgery and intraperitoneal chemotherapy, Eur J Surg Oncol 2010;8&2456

7. Miner TJ, Shia J, Jaques DP, Klimstra DS, Brennan MF, Coit DG:-temmg survival
following treatment of pseudomyxoma periei: an analysis of surgical therapy, Ann Surg
2005, 241:30€808

8. Moran B, Baratti D, Yan TD, Kusamura S, Deraco M: Consensus statement on the
loco-regional treatment of appendiceal mucinous neoplasms with peritoneal dissemination
(pseudomyxoma peritoneJ Surg Oncol 2008, 98:27282

81



9. Smeenk RM, Verwaal VJ, Antonini N, Zoetmulder FA: Progression of
pseudomyxoma peritonei after combined modality treatment: management and outcome, Ann
Surg Oncol 2007, 14:49899

10. Sugarbaker PH: New standard of cdog appendiceal epithelial neoplasms and
pseudomyxoma peritonei syndrome?, Lancet Oncol 2006;7669

11. Yan TD, Chu F, Links M, Kam PC, Glenn D, Morris DL: Cytoreductive surgery and
perioperative intraperitoneal chemotherapy for peritoneal carcinométoasis colorectal
carcinoma: nofmucinous tumour associated with an improved survival, Eur J Surg Oncol
2006, 32:1119.124

12. Ronnett BM, Yan H, Kurman RJ, Shmookler BM, Wu L, Sugarbaker PH: Patients
with pseudomyxoma peritonei associated with disseminagatbneal adenomucinosis have a
significantly more favorable prognosis than patients with peritoneal mucinous carcinomatosis,
Cancer 2001, 92:891

13. Sun WL, Hutarew G, Gradl J, Gratzl M, Denz H, Fiegl M: Successful antiangiogenic
combination therapy of pseudomyxoma peritonei with bevacizumab and capecitabine,
Cancer Biol Ther 2009, 8:1458162

14. Winer |, Buckanovich RJ: Bevacizumab for the Treatment of -Resectable
Pseudomyxoma peritonei Associated with Mucinous Ovarian Tumor of Low Malignant
Potential - A Comparison of Two Cases, Case Rep Oncol 20093 3:1

15. Chua TC, Akther J, Yao P, Morris DL: In vivo model of pseudomyxoma peritonei for
novel candidate drug discovery, Anticancer Res 2009, 29:405%

16. Flatmark K, Davidson B, Kristian A, Staes HT, Forsund M, Reed W: Exploring the
peritoneal surface malignancy phenotypepilot immunohistochemical study of human
pseudomyxoma peritonei and derived animal models, Hum Pathol 2010, 411199

17. Berge M, Bonnin P, Sulpice E, Vilar J, Allanix;, Silvestre JS, Levy BI, Tucker GC,
Tobelem G, MerkulovdRainon T: Small interfering RNAs induce targetependent
inhibition of tumor growth and vasculature remodeling in a mouse model of hepatocellular
carcinoma, Am J Pathol 2010, 177:313201

18. Deorme S, Haberkorn U, Kinscherf R, Zuna |, Bahner ML, van Kaick G: Changes of
tumor vascularity during gene therapy monitored with color Doppler US, Ultrasound Med
Biol 2001, 27:159581603

19. Eveno C, Le Henaff C, Audollent R, Soyer P, Rampanou A, Nemehodiland JP,
Dupuy E, Pocard M, Bonnin P: Tumor and rtamor liver angiogenesis is traced and
evaluated by hepatic arterial ultrasound in murine models, Ultrasound Med Biol 2012,
38:11951204

20. Van de Veire S, Stalmans |, Heindryckx F, Oura H, TijRaballand A, Schmidt T,
Loges S, Albrecht I, Jonckx B, Vinckier S, Van Steenkiste C, Tugues S, Rolny C, De Mol M,
Dettori D, Hainaud P, Coenegrachts L, Contreres JO, Van Bergen T, Cuervo H, Xiao WH, Le
Henaff C, Buysschaert |, Kharabi Masouleh B, GeertSé¢homber T, Bonnin P, Lambert V,
Haustraete J, Zacchigna S, Rakic JM, Jimenez W, Noel A, Giacca M, Colle |, Foidart JM,
Tobelem G, MoraleRuiz M, Vilar J, Maxwell P, Vinores SA, Carmeliet G, Dewerchin M,
ClaessoAWNelsh L, Dupuy E, Van Vlierberghe H, Gstiofori G, Mazzone M, Detmar M,
Collen D, Carmeliet P: Further pharmacological and genetic evidence for the efficacy of PIGF
inhibition in cancer and eye disease, Cell 2010, 1411Br8

21. Vincent F, Bonnin P, Clemessy M, Contreres JO, Lamande N, Gaso/ilaM J,
Hainaud P, Tobelem G, Corvol P, Dupuy E: Angiotensinogen delays angiogenesis and tumor
growth of hepatocarcinoma in transgenic mice, Cancer Res 2009, 622883

22. Bonnin P, Villemain A, Vincent F, Debbabi H, Silvestre JS, Contreres JO, BEvy
Tobelem G, Dupuy E: Ultrasonic assessment of hepatic blood flow as a marker of mouse
hepatocarcinoma, Ultrasound Med Biol 2007, 33:580

82



23. Flaman JM, Frebourg T, Moreau V, Charbonnier F, Martin C, Chappuis P, Sappino
AP, Limacher IM, Bron L, Benhtdr J, et al.: A simple p53 functional assay for screening cell
lines, blood, and tumors, Proc Natl Acad Sci U S A 1995, 92:3963

24. Lievre A, Bachet JB, Boige V, Cayre A, Le Corre D, Buc E, Ychou M, Bouche O,
Landi B, Louvet C, Andre T, Bibeau F, ield MD, Rougier P, Ducreux M, Tomasic G,
Emile JF, Penaultlorca F, Laurenfuig P: KRAS mutations as an independent prognostic
factor in patients with advanced colorectal cancer treated with cetuximab, J Clin Oncol 2008,
26:374379

25.  Goldstein I3, Witer HG: The Griffonia simplicifolia-B4 isolectin. A probe for alpha
D-galactosyl end groups, Subcell Biochem 1999, 321417

26. Nakakura EK: Pseudomyxoma peritonei: more questions than answers, J Clin Oncol
2012, 30:24222430

27. Flatmark K, Reed W, Haorsen T, Sorensen O, Wiig JN, Larsen SG, Fodstad O,
Giercksky KE: Pseudomyxoma peritorevo novel orthotopic mouse models portray the
PMCA-I histopathologic subtype, BMC Cancer 2007, 7:116

28.  Flatmark K, Guldvik 13, Svensson H, Fleten KG, Ann FlorevieReed W, Giercksky

KE, Fodstad O, Andersson Y: Immunotoxin targeting EpCAM effectively inhibits peritoneal
tumor growth in experimental models of mucinous peritoneal surface malignancies, Int J
Cancer 2013,

29. Carmeliet P, Jain RK: Angiogenesis in can and other diseases, Nature 2000,
407:249257

30. Folkman J: Angiogenesidependent diseases, Semin Oncol 2001, 285826

31. Davis DW, McConkey DJ, Abbruzzese JL, Herbst RS: Surrogate markers in
antiangiogenesis clinical trials, Br J Cancer 2003,-84:8

32. Fox SB, Gasparini G, Harris AL: Angiogenesis: pathological, prognostic, and growth
factor pathways and their link to trial design and anticancer drugs, Lancet Oncol 2001, 2:278
289

33. Scappaticci FA: Mechanisms and future directions for angiogehased cancer
therapies, J Clin Oncol 2002, 20:398827

34. Helfrich I, Scheffrahn |, Bartling S, Weis J, von Felbert V, Middleton M, Kato M,
Ergun S, Schadendorf D: Resistance to antiangiogenic therapy is directed by vascular
phenotype, vessel stab#ition, and maturation in malignant melanoma, J Exp Med 2010,
207:491503

35. Huang D, Ding Y, Zhou M, Rini BI, Petillo D, Qian CN, Kahnoski R, Futreal PA,
Furge KA, Teh BT: Interleuki® mediates resistance to antiangiogenic agent sunitinib in
renal cell arcinoma, Cancer Res 2010, 70:106%'1

36. Priceman SJ, Sung JL, Shaposhnik Z, Burton JB, T&a#sado AX, Moughon DL,
Johnson M, Lusis AJ, Cohen DA, Iruefaispe ML, Wu L: Targeting distinct tumer
infiltrating myeloid cells by inhibiting CSHE recepto: combating tumor evasion of
antiangiogenic therapy, Blood 2010, 115:146171

37. Choudry HA, Mavanur A, O'Malley ME, Zeh HJ, Guo Z, Bartlett DL: Chronic-anti
inflammatory drug therapy inhibits gédrming mucin production in a murine xenograft
model ofhuman pseudomyxoma peritonei, Ann Surg Oncol 2012, 19:1409

38. Julien S, Merinelrigo A, Lacroix L, Pocard M, Goere D, Mariani P, Landron S,
Bigot L, Nemati F, Dartigues P, Weiswald LB, Lantuas D, Morgand L, Pham E, Gonin P,
DanglesMarie V, Job B, Dssen P, Bruno A, Pierre A, De The H, Soliman H, Nunes M,
Lardier G, Calvet L, Demers B, Prevost G, Vrignaud P, ReRaman S, Duchamp O,
Berthet C: Characterization of a large panel of patiemived tumor xenografts representing
the clinical heterogensitof human colorectal cancer, Clin Cancer Res 2012, 18:5328

83



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 digitgl X
transducer in a T2veekold mouse with PMPA) (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 PMPrafta intra-aortic injection

of IB4 (green fluorescence) in untreated control mBg After the 6 weeks bevacizumab
treatment, the tumor vessels appeared more regular, straight and organi2ed (

84



E Superior Mesenteric Artery ki F Celiac Trunk
g 187 nacontrols t+t @ 204 OControls
S 161 @pwp * 5 185 aPMP
% 14 - * + 2 161
S 121 8 141
2 10 - S 124
H 2 10 -
= 84 2
o 84
8 61 B 6-
@ 4 & 4
§ 2 4 § 2 4
= 9 = 0
0 4 6 8 0 4 6 8
Time from tumor graft (weeks) Time from tumor graft (weeks)

Figure 2. Two-dimensional DUS of the abdomen of aWgekold mouse with PMP showing
solid tumor and ascitesAJ. Anterior longitudinal view ofthe abdomen crossing the
longitudinal axis of the aorta with the SMA and celiac trunk revealed by-cotted Doppler
ultrasound B). Representative blood flow velocity (BFV) waveforms recorded in the SMA in
ungrafted C) and PMPgrafted mice D), the ble line represents the tinaveraged mean
BFV. Changes in the medFV in the SMA and in the celiac trunk from the time of the
tumor graft to 6 weeks afterward (n=1@, (F). The mearBFV remained constant in the

celiac trunk but increased markedly in thd/A(, p<0.05, . . p<0.001lvs.the beginning
of the recordings just after tumor graft;£v<0.05,A Apx0.001vs.healthy mice, n=10).
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Figure 3 KaplanMeier analysis of survival in intraperitoneal turgrafted mice injected
twice a week with bevacizumdb mg/kg) compared with mice injected with vehicle (control
mice). First model of PMCA (PMCA) (A). Second model d?PMCA (PMCA-2) (B). Mice
treated with bevacizumab had a significantly longer survival time than the mice in the control

groups in both modsl(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, PIGFand@GF  The expr ec
levels of VEGF, PIGF and TGB wer e si gni f i c a-graftedymice jn=5f eas e d

compared with healthy mice (n=5,, p<0.01,, . . p<0.001); the expression levels were
decreasd in the PMRyrafted mice that were injected twice a week with bevacizumab (5
mg/kg) (n=5,A A<0.01,A Apk0.001vsthe vehicle group) but remained elevated compared
with the control groupA). Analysis of serum angiogenesis markers (VEGF, PIGF and TGF
b) in healthy mice (n=5), in PMBrafted mice treated with cytoreductive surgery and PBS
(n=9) and in grafted mice treated with cytoreductive surgery and bevacizuj@cted twice

a week (5 mg/kg, n=11). The expression levels were decreased in the beeddiaated
group @A A #x0.001vsthe vehicle group) but remained elevated compared with the control
group B).
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Figure 5. Treatment with anantiangiogenic agent (bevacizumab) after cytoreductive
surgery.All of the mice had reached 3®g bdore surgery. After resection, the weight
decreased significantly (** p<0.01) in both groups. In the ®®Sted group, the weight
was significantly higher at 4 weeks (** p<0.01) compared to thergsection weight,
whereas no significant difference wasifid in the bevacizumatbeated groupA p<0.05

vs PBS treated micgp). In the PBStreated group, the medFV in the SMA increased
progressively after surgery whereas decreased in the bevackreatdd group (**
p<0.01,A Apx0.001vs PBStreated micg(B). In the PBStreated group, the medFV

in celiac trunk remained stable after surgery whereas decreased at Wheeld in the
bevacizumaktreated groupA p<0.05vs PBStreated mice]C).
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SUPPLEMENTARY FIGURE S

Loy,

""::g.\. i‘k‘ TSR

Supplementary Figure 1. Histological aspects of PMP tumors (hematoxygiosirtsafran
staining). Representative disseminated peritoneal adenomucinosis tumors (DPAM) in human
(A) and in mouseR); both evidenced proliferative mucinous columnar epithelium associated
with little cytologic atyia or mitotic activity. Representative surgical specimen in hui@an (

and in the mouse xenografD) of peritoneal mucinous carcinomatosis (PMCA with
abundant mucinous epithelium, forming glands and/or signet ring cells, and with severe
cytological atpia and a poorly differentiated architecture.
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Supplementary Figure 2. Pancytokeratin (red) &) and CK20 (green)B) immunostaining

of the tumor withdrawn from the abdomen of the mouse. Immunostaining confirmed the
human and digestive origin of thantor in mouseA, B). DAPI (blue) C) confirmed the
paucicellular characteristic of this mucinous carcinomatosis7 (red) ©) immunostaining
confirmed the poor proliferation. CD31 (greeg),(VE-Cadherin (red)K) immunostaining

and CD31 (green) andB/Cadherin (red) double immunostainirg)(of the tumor. Highlight

of the vessels within the tumor. Desmin (red), specific to pericytes ardadBerin (green)
double immunostainingH) of the tumorconfirmed the neoangiogenesis in the tumor.
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Supplementary Figure 3. Immunostaining with myeloperoxidase of MLEn patient Q)
and in mouseR). Immunostaining confirm the high levels cytoplasmic staining of tumor cells
by the antibody arMUC - 2 with a large production of mucin by both tumors.
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32Mi se au point doéune s®quence de dif
1.5T

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

LBRMest auj oautldedplosuen plus mdispensable a la fois dans le bilan de la
CP et dans le suivi des patients en raisootammentde tous les paramétres fonctionnels
guodel | e Laaspgunencetde de diffusion est probablement la séquence qui permet
doapporter | esfenttionsella Blle refiete la cebularitéo la nécrose méme
la micro-perfusion tumorale.

La r®alisation doune s®quence do6l RM de di
systeme clinique standard. Cette séque&stsouvent sujette aux artéfagts c 6est pour q
plupart des ®tRMdoactonnelle chiez lespetit animdl sontlrédlisées sur des
aimants de recherche a trés haut champs magnétique (4.7T ou 7T). Toutefois, cela limite
| application translationnelle en <clinique
déacquetside®ndur ®es dobacguisdlatedherane clinigie. Dee s o n

plus les résultats numériques obtenus manquent de standardisation.

Coest pourquoi , pl ut®t gue de travaill el
déutiliser ualbd.ilLaprentére @éthpe a dogauété de mettre au point et de
tester une séquence de diffusion performante ¢hesouris et de vérifier quees résultats
étaient fiables et reproductilsleCette séquence a été testée sur deux modeles mu@iz: de
un maléle deCP murine chez la souris immunocompétente et un modéle murin de PMP

humain greffé de fagon orthotopique a la souris nude.

Ce travail est présentédessouss@al a f or me d o6 u Radwlogyi cl e sout
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Nous avons évalué une séquence desldfua 1.5T utilisant upulsede type HASTE
(Half-Fourier Acquisition SingkShot Turbo SpirEcho) plutdt que le classique EPI (Eeho
Planar Imaging). La séquence de diffusion de type HASTE, bien que Iégerement plus longue
gue la séquence EPl entermeeetps ddéacqui sition, est une sG@
utilis®e dans | 6i magerie de | 6oreille moyel
particularit® dé°tre moins sensible aux art
osseux et aériques aiveau de la base du craiee | a s Opantedditquelleseséquences
single shot de type HASTE sont des séquences en écho de spin, alors que les séquences EPI,
qgui sont utilis®es | e plus fr®quemment pour
vont étre acquise avec un premier échode spBddA de part et doéautre d
|l es gradients de diffusion, puis | 6i mage est
do®cho de gradient. Cbodest priefacts,gen particuliet ane P | e

artéfacts de susceptibilité magnétique.

Pour évaluer cette séquence, nous avons utilisé deux modeéeles murins de CP
différents: un modeéle de carcinose muri@d-26 injectée en intrgéritonéalechez la souris
immunocompétet BALB/c et un modele murin de PMP humain greffé de facon
orthotopique a la souris nude.

Dix-neuf souris du modéle murin de carcinose colore€dli6 ont eu une IRM de
diffusion avec la séquence HASTE en utilisant 3 valeurb (&0, 200, 800 s/mmj et les
cartographies ADC ont étécalcidée Les val eurs dO6ADC ont ®t ® m
CP (3,5 par souris). Les valeurs ont C®t® col
colorectales chez 13 patients ayant eu une séquence de diffusioquelaBsil avec les
mémes valeursde L6 acqui sition a ®t® r ®p ®t ®e chez 15
évaluer la reproductibilittNous néavons pas trouv® de diff G
dans les nodules de CP chez les souris et les patRerigi3) Les valeurs mesurées dans les
nodules murins correspondent donc a des valeurs cliniques, mesurées chez des patients. La
reproductibilit® des wavadua coefficient de Adbalion®e A00ot e X (
[0.3-13.2]. La reproductibilité ima et inter observateur étaient excellente avec un coefficient
de corrélation intralasse d®.997 (0.9920.999) et de 0.967 (0.918.987) respectivement.
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Dans | 6autre set exp®rimental, 20 ostour i s
eu une IRM de diusion avec la séquence HASTE en utilisant 12 valeuns (#e0, 10,20,
30, 40, 50, 80, 100, 200, 400, 600, 800 s/mnf) et les cartographies ADC, ainsi que des
parameétres IVIM (D, D* et f) ont été extraites avec un script développé sous Matlab®. Ces
paranétres ont été comparés a ceux obtenus chez 14 patients avec PMP ayant eu une
séquence de diffusion classique EPI avec 3 valeubs(loke0, 200,800 s/mm3. Lgdisation
a été reépétée chez sdurisa48heur es dobéintervall e t.dNous ®val
ndavons pas trouv® de diff®rence entre | es A
PMP murin et le PMP humaifP=0.23 et 0.17. Toutefois, la valeur du coefficient de
diffusion pure D était plus basse chez le souris que les patieftO(R¥ La reproductibilité
des valeurs dOo6ADC, D, D* et f ®tait exceller
3.3 et 5.5) La reproductibilité intra et inter observateur étaient excellpoi& tous les
parametres excepté D* pour lequel le €icadnt de corrélation intralasse était de 0.541
(0.130 0.790).

Nos résultats montrent que la séquence de diffusion de type HASTE, est tres fiable
pour évaluer les paramétres de diffusion chez la souris avec un équipement IRM clinique de
1.5 Tesla. En @rticulier, cette séquence a montré une grande robustesse en termes de
reproductibilit® pour | 6®val uatiqgtlsgquet par a
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 intravoxel incoherent motion (IVIM) in murine models
of peritoneal carcinomatosiswith a clinical 1.5T MR scanner

Purpose:

To evaluate aiffusionrweighted MRimaging (DWI) sequencewhich allows calculaing a
reproducible apparent diffusion coefficient (AD@)d etract intra-voxel incoherent motion
(IVIM) derived parametergén two murine models of peritoneal carcinomato$€)with a
standardL.5T clinical equipment.

Methods:

Ethics comnitee approved this study. In skt 19 Balb-C mice with PCfrom colorectal
origin hadHASTE-DWI (b=0,200800s/mn®). ADC valuesof PC noduls were compared to
those of PC nodules in 13 patis. In seR, 20 nude mice with pseudomyxoma peritonei
(PMP) had HASTE-DWI (b=0,10,20,30,40,50,80,100,200,400,600860f). ADC and
IVIM -derived parameter values were compared to those of PMP in 14 patientetdsst
intrac and interobserver repragcibility were evaluated for both sets by measuring the
coefficient of variation (CV), limitoof-agreements, anthtra-class correlation coefficients
(ICC).

Results:

ADC values were not different between mice and humans in PC noduleslifPs€1.43) no

in PMP tumor in sef (2.730s2.687X10°mm?/s,P=0.23). D-value was lower in mice
compared to patients (2.328.937X10°mn¥/sP<0.001), but perfusion fraction values were
not different P=0.17). There were no difference between values obtained at testest for
ADC in Setl and SeR (P=0.57 and 0.36), nor in D, D* and(P=0.35, 0.87 and 0.72,
respectively). The CVs ranged from 0.3 to 15.7 and was 4.2 fomB#& and interobserver
agreements were excellent for all measures except for D* (ICC=0.541)

Conclusion:

HASTE-DWI in mice with PC allows performing ADC measurements and IVIM analgse
a clinical systenwith a high reproducibility of f and D*.

Index terms: Diffusion weighted imaging; intr&oxel incoherent motion, murine model;
peritonal carcinomatosigygseudomyxoma peritonei
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Diffusion-weighted imaging and intravoxel incoherent motion (IVIM) in murine models
of peritoneal carcinomatosis with a clinical 1.5T MR scanner

INTRODUCTION

Magnetic resonanc@MR) imagingis now an importahtool for theinitial diagnosis
and further treatment monitoring oh wide range of tumorgl, 2) Improvement in the
understanding of oncologic pathway regulations has led to the development of new targeted
molecules andbiotherapieg3). Because of thlargenumber of candidate molecules, the use
of animal models has become mandatorgheevaluation of new treatmen(s).

Several studies have shown that conventional MR clinical scanners (1.5T and 3T)
allow performng morphological evaluation of smalbdents(5, 6) Perfusion imagindias
also beennvestigated with clinical MR andomputed tomographscanrers (7-9). However,
the applicationof diffusionrweighted imaging (DWI) in rodent with clinical MR scanners
remainschallenging The main limitation®f DWI are the need of a high sigrtatnoise ratio
and conventional DWI isftenaltered bymultiple artifactswhen usingsmall fields of views
(FOV) (210).

The increasing number of publications about DWI reflectptheatal role of DWI for
detectng diseasesndmonitoiing duringtreatment. DWI provides functional informatitmat
includes cellular, micrgerfusion, vasculature and architecture of tiss{id. DWI has
demonstratedlinical relevarce for the detection of tumors, ischemic or inflammatdisease
while some studies suggest ttaiparent diffusion coefficient (ADQdalculation or intra
voxel incoherent motion (IVIMylerived parameters may be used as a quantitative biomarker
which might allow thelongitudinal follow-up in pathological prosses, necrosis, fibrosis,
cellularity and perfusiofl2, 13)

Some authors have suggested that IVIM derived parameters may improve the
characterization of tissue microarchitecture as it providesvaluation of pure diffusion (D)
and a nofinvasive infomation about perfusiorthrough the related pseuddiffusion
coefficient (D*) and the perfusion fraction (fvhich may be correlated to angiogenesis in
tumors(14, 15) However,mostof studies about IVIM parameters lacktandardizatior{10,

16, 17)

Myriad studies about longitudinal followp of treatments are now availableut the
lack of standardization of protocols remains an issue. Moreover, mist #searchabout
DWI in rodent uses preclinical high field systems (4.7T or. REcent studies suggiehat the
measures obtained with those systems are quite reproducible, especially when considering
measurement of ADE18). However, the use of high filed systems limits the translational
applicability of these results to human studi{@e). The sequenceulses used wvith these
research devices ladtandardization and clinical validation. In the contrary, clinical systems
are widespreadjvailable and clinical sequenpalses are robust and strongly validated.

Echo planar imaging (ERbBased techniquesrea the most commorior DWI in
humans EPLdiffusion pulse sequence is very sensitive to artifacts and requirigs aignal
to noise ratioto obtain accurateimages which is difficult to achieve accuratelyn small
rodens. Geometric distortiofiseconday to susceptibility artifacts are frequefit9, 20) Half-
Fourier acquisition singiehot turbo spirecho HASTE) DWI pulse is a largely used
sequence in imaging ofie middle ear and thmastoid processThis pulse is more robust to
decrease the artifacts, especially in the area of magiijls
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The aim of our study was to evaluate thasibility, the reproducibilityand the ability
of HASTE-DWI performed at 1.5T to evalwaftunctional parameters such as ADC &viliM
derived parametera 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 ga and use of laboratory animaksthics committee of our institution
approved this studyWe used 2 different murine models of PC: firstipetl of
experiments), 2BALB/c mice with PC obtained after intg@eritoneal injectiorusing a 27
gauge needl®f 25x10° CT-26 murine colorectal cancer cells obtained frivieizmann
Institute of Science, Rehovot, Israel. For the second murine modeff PC (Set2 of
experiments)20 fiveweekold female athymic Swiss nude mice were orthotopically grafted
with fresh tunor tissue of pseudomyxoma peritonei (PMP) originating from the one single
mouse model of high grade PMP as previously descriB@)d Surgical procedures were
performed under general anesthesia with a mixture of 80 mg/kg ketamine and 16 mg/kg
xylazine delveredintraperitoneallyi(p.)(Virbac, Carros, France).

Human control group

After institutional review boardapproval, two human control group were constituted
retrospectively. To be included, patients should have had arekéiinationwith DWI
(Magnebm Avant&, VB15 software version, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany, 1.5T,
b=0, 200and 800 s/mf) the day before surgery and lesions visible on DWI measuring more
than 5 mm to allow calculation of ADC. The DWI consistedaiolassical ERDWI pulse
sequenceused in routine (table 1Yhe first group constitutedf 13 patients with surgically
and pathologically proven PC from colorectal ori¢fetl). The second groupgonstitutedof

14 patients with surgical and pathological proven P(@Bt2).

MRI protocol in mice

All MR examinations were performed with the same protocol, using-& tlimical MR unit
(Magnetom Avard®, VB15 software version, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) with
12 receiver channelall MRI acquisitions in mice were perfored undegeneral 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-$eind 4 weeks after graft for
Set2, mice wereplaced in alinical wrist coil and all sequences were acquired indbenal
plane.For the BALB/C murine colorectal PC model, the protocol includedogphological
T2-weightedturbo spine echo (TSEequence and HASTEWI with b=0, 200 and 800
s/imnt (table 1). For the PMP murinmodel, the protocol included a morphological- T2
weightedTSE sequencerad HASTEDWI with 12 b-values =0, 10, 20, 30, 40, 50, 80, 100,
200, 400, 600, 80&/mnf). For TestRetest evaluation ofeproducibility of measures, 15
BALB/C colorectal P@Gnodelmice (Setl) and 9 PMP mice (S&) were scanned twice after

an interval of 2 days

Postprocessing of acquired images
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For Setl, ADC maps were calculatetbr mice and patientsith the vendor software
performinga moneexponential algorithn(Leonardo worktation, VB15 software version,
Siemens Healthcare Erlangen, Germany)Three b-values were used for this mono
exponential fiting algorithm(b=0, 200, 100 s/mnf in humans an®=0, 200,800 s/mm in
mice).

For Set2, in PMP mice, mono ara-exponentiabnalys for calculation oADC and
IVIM derived parameters mapseneperfromedusing inhouse script programmed in Matfab
(v. R20%a, The MathWorks IncNatick, MA, USA) with nonlinear leassquares fitting
based on the LevenbeMarquardt MethodPostprocessingthe mean signal intensity (SI) of
DWI was fitted to the IVIM equation, which models the S| decay with incredsirajues as
a perfusion related pseudbffusion coefficient (D* or ADCfastmm?/s), a perfusion fraction
(f, %), and a true or pardiffusion coefficient (D or ADCslow, mifs):

S=So[(1—f).e7?P + f.e7>

Where S is the signal intensity at an arbitramalue, 3 is the Sl in the absence of diffusion
weighting =0 s/mnf). For PMP patients, ADC, D and perfusion fraction maps were
extracted according to Kodt al. usingan inhouse developed scriptogrammed in Matlab
(23, 24) D* was not estimated because of the lack of sufficient number ofolealues
acquisitions.

Image evaluation

To assess repeatability of ADC and IVIM derived parameter measurenmesdsyres were
done on test and retest set acquired at 48h interval, BALB/C colorectal P@Gnodelmice
(Setl) and 9 PMP mice (S€). In orderto assess intavbserver reproducibilitymeasuresf

all mice on the pogprocessed imagesere repeatedybtwo independent obsengblinded

from the results from each oth@nereader repeated all the measurements 6 months later to
assess intrabserver reproducibility and to avoid recall biesSet1, key images with arrows
were used to report the sam€ Podules in human control group and nrice among
evaluationsOnly lesions measuring more than 5 mm in maximum diameter in human control
group and more than 3 mm main diameter in mice were measuresll ADC maps and

IVIM derived parameters maps (D, Df) were loaded as Dicom in ImageJ software (NIH,
BethesdaMD, USA). ADC values were measured in each PC nodule using a circular region
of interest (ROI) including the maximum area of each nogluleuman control group and in
Set-1 mice. In PMP mice the ROl was drawn manually to segment the whole tumor and in
patients, an ellipsoidal ROI was drawn in the most tissue zone avoiding asaitaly, both
readers reported independently the presence of geometric deformations or susceptibility
artifacts usig a 3 points scale (0O=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). A
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.TestRetest,intra andinter-observereproducibility were assesseg balculating;the

mean differencethe 95% Bland-Altman limits of agreementormalized to the averaged value

of two scans to yield a relative value in percecaefficient of variation (CV)and the
intraclass correlation coefficient using the tway randm single measures methdgland
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Altman plots were used to determine whether the difference was influenced by the magnitude
of the measurements [27, 28}tra and interobservers differences in parameter distributions
were analyzed using a pairetest. We defined parameter reproducibility as excellent when
CV was <10%, good when CV was betweein 2%, acceptable when CV was betweeh 20
30%, and poor when CV was >30%. Distribution of ADC between mice and sum&etl

and distribution of ADC, D, and f b&een PMP mice and humans in Betvere compared

with nonrparametric ManiWhitney testSignificance was set atRavalue < .05.

RESULTS

Considering Sel, dl mice 1 had PC nodules visible on-W2l ranging from 3.3 to 12.6 mm
(Fig. 1). A total of  PCnodules were analyz€8.5 nodule per mouse) and compared to 33
nodules in 13 patients (2.5 nodule per patient) ranging from 5.2 to 39.P«th9001)

(Table 2) The ADC values were not different between mice and humans PC nodules
(1.05340.316vs1.12840.293x 10° mn/s, P=0.43) (Fig. 2).

Considering Se2, one mouse was excluded from analyses because of motion artifacts. In the
remaining 19 PMP mice, the median area of contoured tumor was 9.8Bimmice and 932
mn¥ in PMP patientsR<0.0001) (Fig. 3)The mean ADC was not different between human
and PMP tumors (2.730.453vs 2.687%0.394 x10° mn'/s, P=0.23).D value was lower in
mice compared to patients (2.326319vs2.93%0.299x 10° mnt/s, P<0.001), but f values
of perfusion fraction were nofifterent (21.216.8%vs33.4t2.0%,P=0.17).R

Testretestreproducibility

There vereno difference between values obtained at testest for ADC inSet1 (P=0.57,
Table 3). In SeR, ADC, D, D* and fdid show neither differencdsetween test and retest
(P=0.36, 0.35, 0.87 and 0.72, respectivélhable3). Testretest reproducibility wasxcellent
for all parametersvith 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 [rahde?.9] and the CV of
f was 3.3 [range: 0-7.4] with no difference between test and retest valBe8.87 and 0.72
respectively)

Intra -observer agreement

Agreements between ADC values and IVIM derived parameters obtained in mice and humans
measured pthe same investigator at 6 months interval showleiglaICC ranging fron9.91

to 1.0andlow biaseqTable 4)

Inter -observer agreement

Agreements between ADC values and IVIM derived parameters obtained in mice and humans
measured by the two invegéitors showed high ICCfor ADC, D, and franging from0.967

to 0.99andlow biaseg(Table 4) The interobserver agreement was lower for the evaluation

of D* with an ICC of 0.541 indicating a fair agreement.

Artifacts

The two investigators did not ref any geometric distortios secondary to susceptibility
artifactson HASTE-DWI. In one mouse of S&, 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 artifactselated to ascites was observed. No ascites was reported in the mice of Set
2.

DISCUSSION

Our study shows that DWI &feasible and reproducibtechnique usinglinical MR
scannersvith a HASTE pulsesequenceADC calculationsas well as acquisition ith 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 follewp of rodent with functiodamaging. The
HASTE-DWI pulse achieved an excellent reproducibility and reliability with high ICCs for
intra- and interobserver agreements. Verhappen et al. compared the reproducibility-of EPI
DWI to HASTEDWI in head and neck cancer in 12 patients anghd a superior inter
observer agreement for HASTBWI compared to EPDWI (25). They also found the same
result as our study concerning susceptibility artifacts which were significantly decreased with
HASTE-DWI compared to EPDWI in head and negkwhere such artifacts are frequent
because of the presence of &iones and exogenous metal such as dental prost{ie
Moreover, such artifacts may impair the quantitative evaluation of ADC or IVIM derived
parameters and thus make unreliable any quantdicat tumor microcirculatior27).

In our study, ROIs were copied and pasted from th&VlI2mageswhere all lesions
were easily visible. PC nodules had intermediate sigiahsity on T2WI, which makeghe
differentiation ketween bowel and tumors ea®MP showshigh sigral intensity on T2VI.
Hence, the placement of the ROIs in the lesions was easy because of the excellent visibility of
the target lesions which might explain #ecellentintra- and interobserver agreemesnt

New biotherapies usualipduce changes in texture, necrosis and vascular patterns of
lesions before showing any change in $28). These drugs targéte vasculature of tumors
so that the decrease in sip€ the lesions is often delayed. Hence, evaluation of early
therapeutic #ects of biotherapies in mice has becomda topic of research and new
biomarkers such as DWI and IVIM derived parameteesunder evaluatiof29). 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 candidgg@s32). The issue of
reproducibility and reliability of these parameters is critical for these studigls.inter and
intra-observer agreement is paramount before a quantitative technigqgle be used
routinely. However, most of studies are done wdtkiery high magnetic field magnet (4.7 or
7T) with dedicated MR scanners which are very powerful to test new hypqgthesksit the
translational clinical implications of the finding83, 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 IMiBtived parameters values in the same
range than those observed in patients. Ouwltesuggest that the use of HASTEVI with a
clinical magnet might beusedin 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 s$yitabclinical 1.5 and 3T MR
scanners to obtain images in rodents and tried to assess response to chemotherapies with
functional imaging such as DW14, 29, 32, 35, 36)Cui et al. have monitored the response to
a new antiangiogenic agent using DWI afdIM with a 3 Tesla clinical scanner and using a
classical EPI sequence pul§29). They found a good correlation between decrease in
perfusion fraction (f), decrease in perfusion related pselifficsion coefficient (D*) and
increase in true diffusion efficient (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* andTfhe main advantage of the HASTE DWI is

the extremely low CV for Band f (4.2 and 3.3 respectiveligwer thanCV 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 mni which correponds 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 hu@ian$n our
study, weimaged 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 BPhDWI is feasible
for big subcutaneous lesions in mibait has never been investigated in orthotopic risoote
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 reprodcibility. This is particularhtrue for perfusionsrelated coefficients (D* and f),
especially in hypovascular diseases and not only in animal models but also in {@8ents
39). Hence, the robustness of acquisition in term of image artifacts isalcisgue, and the
use of similar platform for preclinical and clinical studies is a promising way for translational
research to ensure consistency in image cor(tt@t

Our study is the first tecompareresults from DWI and IVIM in murine model with
those of patients with the same disease using the same platform. We investigated orthotopic
murine modelswhich reproduce biological, pathological and imaging features of human
disease(22). We found with the same disease similar values in mice and humhith
suggestshatthe method is robust and promising for future translational studfesised two
different models of PC: the PC nodules originating fréif*26 murine cells is a classical
model which has a high density of tumor cells which mimics huseéid 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 asaitesasvas 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 limitationsirst we performed only a singléhick slice
evaluationfor IVIM acquisition It was technically feasible to obtain several slices as thin as
1.5 mm. However, wdavored the single slice acquisition with a thick slibecause we
assumedhat a slice containing the whole tumor would allowf@ening a more global
evaluation ofthe whole tumor vascularity. Moreover, tHVP tumor grafts were all larger
than 15 mm in diameter and we assdrti@t the signal in the slice was almost completely
related to the tumor. Secdgd some authors have reped a third compartment,
corresponding to ultréast diffusion (40). However, this technique require triexponentiail
modeling of the decay of the signal with several very levalnes (<15s/mm?) that were not
available on our clinical scanner.However,we usedan already validated clinical MR
sequence whicls 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 imags obtained witha HASTE-DWI pulse sequencén mice
achieveda good quality thatvassufficientto perform ADC and IVIM analyseon a standard
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clinical system with relevant quantitative results. Thissputould allow the widespreade
of diffusion imagirg in rodens and makeesearch easier wilWIM parameters.
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Table 1. Imaging parameters used in patients and mice

Section

TR/TE FOV . i Voxel size

(ms) ETL (m mz) Matrix thé(r:TI;rT\]()ess (mmg) Nex
Mice
T2-TSE 2570/77 9 60x120 224x448 15 0.268x0.268x1.5 8
H?)?VTIE' 1500/125 256 50x126  76x192 9 0.662x0.662x12 32
Patients
EPFDWI 6000/91 1 380x380 192x182 5 1.98x1.98x5 4

Notes. TSE indicates Turbo spin echo; HASTE indicataéFourier acquisition singishot
turbo spinecho; DWI indicates diffusion weighted imagifid indicates repetibn time; TE
indicates time of excitation; ETL indicates echo train length; FOV indidatesof view; EPI
indicates echglanar imaging; Nex indicates number of excitations.
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Table 2. Comparison of PC nodulesxd PMP tissuen human and in mice

Humang(n=13) Mice (n=20) P-value
PC nodules (n) 33 35
PC nodules size (mm):
Median + SD 15.649.9 6.6+2.3 < 0.0001
Q1, Q2 9.9, 27.8 5.4,8.2
Min, max 5.2,39.2 3.3,12.6
PC nodules ADC (xEannf/s):
Median + SD 1.0534#0.316 1.12840.293 0.43
Q1, Q2 0.937, 1267 0971, 1337
Min, max 0456, 1815 0.605, 1774
Humans (n£4) Mice (n=19) P value
PMP ROlsize (mr):
Median + SD 932+1297 9.88t0.58 < 0.0001
Q1, Q2 365, 1708 9.34, 10.10
Min, max 125, 4622 8.50, 10.51
PMP tissue ADGx10’ mnf/s):
Median + SD 2.6870.394 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 Ox10° mnf/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 {%):
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. Testretest reprodubility of ADC and IVIM derived parameters

Setl (n=15) Set2 (n=9)
ADC ADC D* f

(x 10°mm2/s) | (x10°mm2/s) (x 10°mm2/s) (x 10°mm?/s) (%)
Test 1.10140.368 | 2.82040.360 2.97040.380 34.67+152 32.52+2.06
Retest 1.09240.360 | 2.730#0.420 2.92040.400 34531295 32.23+1.34
p* 0.57 0.36 0.35 0.87 0.72
Ccv 5.0 53 4.2 3.3
(range) (0.313.2) | (1.513.7) (1.515.7) (L17.9)  (0.7-7.4)
Limits of -13.2414.62| -18.225.9 -8.1-11.4 -13.414.7 -13.214.8
agreement

Notes. 15 mice had repeatschns in Set with calculation of ADC in PC nodules and 9 mice
had repeated scan in setwith evaluation of IVIM derived parameters in murine PMP
tumors.

Mean/range of coefficient of variation (CV in %) and Blaitman limits of agreements (%)
are showa.

*Pairedt-test, bolded when significar®€0.05).

D: pure diffusion coefficienfx10° mmz2/s), D*: perfusion related pseo-diffusion coefficient
(x10°mm?/s), F: perfusion fraction (%), ADCApparent Diffusion Coefficient (xIdmm2/s)
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Table 4. Intra and ingér-observer agreement fovIM derived parameterand ADC
measurement

Mean 95% limits of

IVIM derived parameters difference agreement ICC(95% CI)
Intra -observer agreement
Set 1 ADC (x10° mm#s) 0.0330.107 -0.177t00.242  0.939(0.882 0.969)
Set 2 ADC (x10°mmzis)  0.0220.077  -0.128t00.173  0.997 (0.992i 0.999)

D (x10° mm2/s) 0.0030.029  -0.055t00.061  0.999(0.999i 1.000)
D* (x10°mm?/s) 2.9833.504 -3.884t09.851  0911(0.802 0.962)
f(%) 00360.132 -0.222t00.294  1.000(1.00G 1.000
Inter -observer agreement
Set 1 ADC (x10°mm2/s) 0.1180.106 -0.089t00.326  0.930(0.865 0.964)

Set 2 ADC (x10°mm#/s)  0.03%0116  -0.193t00.262  0.967 (0.918 0.987)
D (x10®mm#s) 0.0050.045 -0.082t00.092  0.990(0.974i 0.996)

D* (x10° mm2s) 4.786:t5.731 -6.447t016.02  0.541(0.130i 0.790)

f(%) 0055:0.186 -0.309t00.419  0.9% (0.990i 0.999)

Notes. AICC indicates intrdcass correl ation coeffici avayt random Isicgle | at e d
measur es o me tihdl idicatés@xellent agreethent; 0@61 good; 0.600.41 moderate; 0.40
0.21 fair and 0.200.00 poor agreement).
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Figure 1. A. T2-weightedturbo spin echo MR image in the coronal plane shewoduleof
peritoneal carcinomatosi® colorectal PC mode(Setl)(arrow). B. HASTE-DWI in the
coronal plane =200 s/mnf) shows the nodulewith signal decayC. ADC map obtained
from mongeexponential it shows the PC nodules with a low signal indicating a low ADC

value.
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Figure 2. Box plotdiagramshows the distribution of ADC values in PC nodules among mice
and humangP=0.43).

200

ADC (x10° mm?/s)
= o
Q (o= ]

O
o

mice humans

109



Figure 3.1VIM acquisition, HASTE-DWI in the coronal planwith 12 b-values:b=0, 10, 20,
30, 40, 50, 80, 100, 200, 400, 600, 8dMinf) in PMP model (SeR). The intraperitoneal
PMP tumor (arrow) shows a decay of the signal according to tepoinential IVIM model.
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Figure 4. Testretest reproducibility: Blag Altman plots show agreement fADC in Setl
(A), and for ADC, D, D*and fin Se2 (B, C, D, E).
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3.2.2 Application traitement anti-angiogénique dans le modele murin de
PMP

Dans un second temps, apravoir évalué la fiabilitéet la reproduchilité des
param tres doél Vséduenceaediffus®rsde typedASAE.AT, nous avons
voulu appliguer cette méthodologie dans le sdes modéle de PMBous traitement anti
angiogéniqueL 6 ®c hogr aphi e Doppl er no-wasculaisatpe aumi s d
sein de |l dart re m®sent®rique sup®rieure (A
corr®l ation entre |l es flux au sein de | 6AMS
L6éobjectif de c e suivreld ®x p ®est paraneeeshi@dcieculatoired e
obtenus en IRM de diffusion par la méthode IVIM au sein de la tustede les corréled la
réponse au traitement aathgiogénique en termes de volume tumoddnsité micre

vasculaireaumoraleet marqueurs sé€riques anginiques.

3.2.2.1 Protocole expérimental

Nous avons constitué 2 groupes de 10 sathicunchez lesquelles été greffé la
méme tumeur issuel 6 u n mod | e P MP Sixdsemaitea agrés g rgeefiee .
intrapéritonéale (Figur@2), un groug a été traité pasaafénib par gavageguotidien (60

mg/kg/jour) et le groupe témomététraité par gavage quotidiethe sérum physiologique.

A B

Figure 22. A. Prélevements humains de PMP de haut grade découpés en petit mdBceaux.
greffe intrapéritonéale de PMRC. sacrifice de la sourid 3 semained.e modele reproduit le
développement naturel de la maladie.
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Les sourisont out es e u u n(Siemem Mwmo 1B inRal) 1 semaine et 3
semaines apr s | e d®but RM componaa une sémquemceé de L e
diffusion de type HASTE avec 12 valeurs l¢b=0, 10, 20, 30, 40, 50, 80, 100, 200, 400,

600, 800s/mnf) et une séquence coronaa pondération T2 TSE comportant des coupes
jointives de (@[TR/BE=267M0/7dros@ptice: 448x2aA4XFigure ).

Figure 23. Acquisition coronale pondérée en T2 T&Bupes de 1.5 mm jointives permettant
une évaluation volumétriqui PMP

A 3 semaines, | es souris ont ®t ©ptima Cuttingi i ®e s .
Temperature) et congelée. Pus tumeur étailécoupée au gotome en coupes de 5 peb
incubées avec des anticorps issus de $apingés contre [€CD31 (1/50) (BD Pharmngen,
Le PontdeClaix, France), puis avec un anticorps secondaire couplé a un fluorochresne
images ont été acqusevec un microscope a fluorescent@ densité micrevasculaire
(DMV) a été évaluée par la technique désots spots> en calculant le nombre de pixels
fluorescents par champ de visualisation en utilisant le lodimiage® (NIH, Bethesda, MD,
USA) (Figure 23,
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Figure 24. ImmunomarquagauCD31 (grossissement x 20 au microscope a fluorescence)

Les marqueursséi ques de (VEGKPHEFaTEE-h) ord éédosé dans le sang

dessourisau sacrificepar la méthode ELISA

3.2.2.2 Analyse des images

Le plus grand diamétre et le volume tumoral ont été évaldmcun des points de suivi sur

les images pondérées en T2 T&Eec le logicielDirectview (11.3 spl version, Carestream

Health Inc, Rochester, NY, US#gres segmentation manuelle

Les cartographiedVIM des paramétres D, D* et f ont été générées avec un script
ddaj ust ement Matlg¥ (e.IRBOAGR,EThesMathWorks Indyatick, MA, USA

parl a technigue des moi ndr ekevechargMa@umardtffigue ® s ur
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 valeunmeoye

114



Figure 25. Post traitement des images de diffusion avecle trijpta j ust ement d®v el
Matlab®p er mett ant doéextraire des cartographies |

3.2.2.3 Résultats:

Les donn®es ~ JO0 rmsdpaunune spugissdu @ou@e cengdnl raisot ab |l e
doart ®f acts de mouvement s. Une sourisAdans c
J O, i ndy avait pas de diff ®r enc ¢tableaut)r e | es

A J7, on observaitine augmentation non significaéivde 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
soraf®ni b. A J21, |l a val eur de f et de D* ®t
de différence signifiative entre les 2 groupes concernant le D (fig@é)e 2

30 37 J7I;/2JO 321 JZZII.D\QS\N

D Controle 2,85:0,34 2,910,210 0656 2,94:0,12 0.561

(.10°mm?/s) Sorafénib 2,84:0,20 2,9%0,32 0.245 2,9(0,31 0.574
P 0,931 0,481 0,672

D* Controle 34,66:1,52 34,52295 0.901 35,54t1,05 0.370

(.10°mm?/§ Sorafénib 34,84:1,99 33,4H4,90 0.402 33,422,35 0.993
P 0,829 0,562 0,033

f Controle  32,5+2,1 32,2+1,3 0.728 32,214 0.969

(%) Sorafénib 32,82,0 30,63,1 0.080 26,229 0.018
P 0,706 0,191 0,004
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Tableau 1.Valeurs moyennes de, D* et f au cours du suiviComparaison 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 - P=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 17 121 10 17 121
D* D

% - -
P=0.397 P=0.191 P=0.004

M Souris contréles

M Souris traitées

Jo 7 J21

Figure 26. Di agrammes de | 6®vol ut i gmupesawscoupsau a m t |
temps.

En immunofluorescence, la densité migasculaire a J2&tait plus élevée chez les souris
témoins que chez les souris trait§@sb0.73vs.0.68t0.45 u.a.P=0.0005) (Figure 2
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Figure 27. Boite a moustache représentdatdensité micrevasculairea J21. Elle était
inférieure chez les souris traitées que chez les souris téfios®0.73vs. 0.68:0.45 u.a.,
P=0.0005).

Les taux sanguins des margueurs s®riques de
inférieurs tez les souris traité€bgure ).

300

M Souris controles

M Souris traitées

(ng/L)

VEGF PIGF TGFbeta

Figure 28. Anal yse des margueurs s®riques-biie Léanc
ni veau doéexpressionb det a/iEgrrt, Ril gorFi feitc altGF e me
souris traitées par sorafénib (** P<0.@12z 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 FISEn 6 ®t ait pas significativement di
du suivi(figure 2).

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 0 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)aucoursdusuiMia di f f ®r ence ndatteignait pas

3.2.2.4 Conclusion:

Dans ette expériencenous avons pu suierles parametres IVIM dans le modéle
murin de PMP Nous avons ainsmontté chez les souris traitées par aatigiogéniquesine
décroissance de f de Dde la densité micreasculaire au sein de la tumeur et des marqueurs
Ss®riques de | 6 a mgion® gomtmmessirable plu€ précocechéntgue la
modification morphologique de la tumeur qui semble se produire plus tardivement. Par

ff

ailleurs, il semble se produire une augmentation de D a J7 en particulier chez les souris

traitées, mais cette augmentatio de per dur e pas ° J21 et

significative entre les deux groupes au cours du suivi. Dans la plupart des études ayant suivi

des patients ou des souris sous traitementsaagtogéniques, on observe fréquemment une

augmentation de Bn rapport avec la nécrose tumorale associés et la décroissance de f et D*
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(219, 220). Cette differencepourraiten partie étre expliqeéarnotre modele da nature peu
cellulaire du PMPdonc peu sujet a la nécrose, alors que sa richesse vasculaire en fait un
excell ent mod | e pour explorer | 6angi ogen

doexpl i qaluwion (cd. parspeetiveB)v
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4. Perspectives

4.1 Projet Evaluation quantitative de la microcirculation tumorale et de la
réponse a un traitement antingiogénique dans un modéle muride
PMP par IRM de perfusion, de diffusion mulb (IVIM) et analyse de
texture tridimensionnelle.

Projet de master 2 qui sera r ®aBARAT®aud b oct c
sein de | 6unit® | NSERM U9 6ny DGHAN et dulPaPhitipped i r e ct
SOYER

Loobjectif de ce mast erntls BMPamurth&au cowrsidur e | o
traitementa la fois en IRM multiparamétrique, en histologie et immunohistochiires.
souris auront donc des biopsies chirurgicales au cours du suivi, et les résultats des analyses
histologiques et immunbistochimiques serontcorrélés a u x param tres do
fonctionnelle.Cel a nous per mettra de mieux compr en
traitement antangi og®ni que et doexpliquer |l es ®v o
biomarqueurs obtenus en IRM fonctionneldusieurst e c hni ques doéi mageri e
seront utilisées | a m®t hode I VI M, | 61 RM de per f u:

dohi stogramme tridimensionnel l e.

4.1.1 Résumé 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 intperitonéale. Chez les patients pour lesquels la résection
compl te est i mpossi bl e, aucune elehefficaditt h ®r a |
Une ®tude men®e sur mod | e murin par | 6unit @
en évidence une efficacité des aamigiogéniques, en particulier du Bévacizunetble
sorafénib. L6 obj ect i f de ce mast er x watamant ahth ®v al u e
angiogeéniques dans ce modele murinde RMPec de nouveaux outils d
perfusion dynamique,b, 6dtRMl @analiyisfeusd e nt anutl

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

déoun m°me mod | e de PMP. Les ani maux auront
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la greffe, et une biopsie chirurgicale sera réalisée pour chague animal pour évaluer la densité
micro-vasculaire (DMV) et la nécrose tumoraleéPuis 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. Lessré@ | t at s quantitatifs doéi mager:.
aux marqueurs angiog®niques s®riques, " | 6@

tumoral a la date du sacrifice.

4.1.2 Etat de la question

Le PMP est un cancer rare du péritoine, provenantadeefforation d'une tumeur
mucineuse appendiculaire et développant une carcinose mucihelse traitement de
référence actuel, consiste en une chirurgie de cytoréduction tumorale avec exérése de toutes
les lésions macroscopiques, associée a une chiénaptie hyperthermique intra
péritonéald® Chez les patients pour lesquels la résection compléte est impossible, aucune
chimi ot h®r apie adjuvante ndéa montr® une r ®el

Une ®tude men®e sur mod | e mur i n par I
Lariboisiére a mis en évidence une forte angiogenése tumorale et une efficacité des anti
angiogéniques, en particulier du Bévacizuabe modéle murin orthotopique de PMP,
reproductible et reproduisant les caractéristiques tumorales humaines, est un eroeliédat
déangiogen se tumorale relativement pure.

L6I RM de perfusion dynamigue per met de
per m®abilit® des t umeurbs(IVIMLperm& Me mesurerddes f u s i
parameétres quantitatifs qui refletent la cdahitl, la nécrose et la fibrose dans les tissus
tumor aux. Son wutilisation dans | 06®valuati on

étudiée dans de nombreuses localisations tumorales

Léanal yse de texture est unement@uw & pourl e t e
l 6i nstant ®t ® ®valu®e avec succ s dans | e f
cerveau. ! s 0 a g i -traitechént des images g pedreet de guanpfier dat
di stribution spatiale deée | l6dinmheges, t ® ddendi
mesure quantitative de | 6h®t ®ro0og®n®it® des t
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4.1.3 Objectif du projet

L6objectif de ce mast er -asg®gériquel lé Sovateriby er U

sur ce modele murin de PMP et de quantifier la réponse au traitement avec de nouvesaux outil

doéi magerie : | 61 RM de perfusi en deytn almi gqrueel,y
texture tridimensionnell e. (! permettra donc
pour | es patients non r ®s ®c abmhese.perrRetirala misel | e ur
au poi nt et | 6®val uati on ddéune nouvell e m G

traitements artangiogéniques.

4.1.4 Méthodologie

Trois groupes de 10 souris nudes seront gr e

méme modelee&lPMP. Les animaux auront tous

- une IRM de baseline 4 semaines aprés la greffe, comportant des séquences T2, de
perfusion et dél VI M

- une biopsie chirurgicale sera réalisée pour chaque animal pour évaluer la densité micro

vasculaire (DMV).
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Puis les 10 sowsiseront 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 gmentées 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 parametres
IVIM (D et D* et f) seront analysée avec le logictklb a n a |l y s edéveéleppétparx t ur e
| 6 ®qui peUnvesitMc Gi | |
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 mhacun de ces
parametres, les 25t 75 percenti | es, | 6®cart type, | 6
| 6entropi e.
Les valeurs quantitatives obtenues seront corrélés aux marqueurs angiogéniques seériques,

| 6®vol ution de | a DMV @&uwés marqRage gu&Dau i mmu r

vol ume tumor al " |l a date du sacrifice ®val

4.1.5 Résultats attendus

Cette ®tude pourrait ouvrir |l a voie 7 un
chez les patients avec PNiRéstcable Act uel | ement , aucun trai-t
de son efficacit® chez <ces patients, et I

débautres tumeurs digestives (CHC notamment )
Cette ®tude permettra de valitbenellecmmenouv e:
biomarqueur de la réponse aux biothérapies. Ces criteres pourront ensuite étre transposés
aux études cliniques humaines.

La collaboration internationale mise en 1.1
do®val uer ces s 0 de Vv tealteimenscomputatornel deg uimages

tridimensionnelles dans de nombreuaeges localisations tumorales.
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4.2 Applications translationnelles val i dat i on doéun nou
déo®val uati on dé&MP paragghograplseDoppler @es d e s
vaisseaux mesgériques

Notre travail sur la souris a montré gued ®c hogr aphi e IPsupiglh er pe
développement et déahgiogenese tumoratdhez le modele murin de PMP et permettait de
guantifier la réponse aux traitements @rtgiogéniques. Le PMP esnhe maladie pour
| aquell e aucun crit re doi magerie nda ®t® vz
criteres morphologiquesRECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumong
sbappliquent qu(@29uCes ctiteran ene sorg pas \mlidésdians le cadre de la
carcinose péritonéale.

Le PMP est une carcinose mucineuse rare limitée a la cavité péritonéale et dont le
pronostic et i ® -~ | 6envahi ssegestt Lelseut al e €
traitement curatif actuellement disponible et la chirurgie de régtation péritonéale
compl te associ®e ~ |l a chimioth®rapie hypert
une survie prolongée. Du fait du caractere peu cellutireette tumeur qui va sécréter une
trés importante quantité de mucine, mais avec relativement peu de cellules tumorales, les
chimioth®rapies classigues sont peu efficace
la survie. Plusieurs études ontgsg ®r ® un rtl e i mportant de
développement de cette maladie, avec une importante expression de marqueurs de
| 6angi ogen se et une -amdiofjéniquaahez de® mableles mariea i t e me
dans certains rapports de caszties patientf221-223).

Lorsque | a r®section est incompl te ou qu
pour envisager un traitement chirurgical, ilrgste u d o6 opti ons t h®r apeut i
de haut grade, certaines équipes vont proposer des chimiothérapies identiques a celles
utilisées dans le cadre des cancedorectaux et parfois des traitements par anti
angiogéniques. Toutefois tous les PMP vamt pas avoir la méme évolutivitée grade
histologique semble étre un facteurmostguei mport ant mai s | 6agr essi
variables pour les PMP de méme gré224). Chez certains patients, la maladie va évoluer
tr s |l entement ou °tre stable pendant plusi e
pause thérapeutiqueEn revanchec h e z dpatuit @ retss , | 6®vol uai on d
beaucoup plus rapide et provoquer des signes cliniguesuelqugs mois. Ces patients

pourraientb ® n ®f i ci er dobéun traitement. Tout esf oi s,
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clairsetvalidsper mett ant do®val uer luatraifementgdans sedei on o
maladie.

De nombreuses ®tudes ont montr® que | 6®ch
de monitorer les flux dans les vaisseaux digestifs que ce soit dans les pathologies tumorales
ou inflammatoireq152 154, 155 157, 223 225 226). Les principaux avantages de cette
technique sonun large acces, son faible @ son caractére nenvasif etla possibilité
doobtenir une valeur qguantitative des fl ux

caractére opérateur dépendant.

Nous sommes donc en train de conduire étudeprospectivalepuisjanvier 2012
d o n t jectif ésbdouble:

- Evaluer | 6®chographi e Doppl er ,dengrageet®o p ®r a't
résecabilité de la maladie.

- Evaluer | 6®chogoapbp®r Boppter peor ®valuer
résiduelle

4.2.1 Patients et méthods

Depuisjanvier 2012, B patients ont été inclusi1 patients ont eu une échographie Doppler

avec d®bit m®tri e d@iguled)AaiSle rmois prpcederd pn@chiautgie i r e

de cytoréduction, et 44 patients ont eu une débitmétrie dansnesi6s s ui vant | 6i nt
Parmiles 5 patients, 31 patients ont eu la débitmétrie avant et aprés la chifdrgie

uniquement avant et 13 uniquement apres

Les patients ont été classés en 3 groppesostiques:

1. Groupe 1:patientsqui ont eu une résaoh compléte (CCO ou CC1) avec CHIP, sans
récidive dans les deux ane=22

2. Groupe 2: Patient aveésectionincomplete (CC2 ou 3)etvivants a 2 ans de la chirurgie
et avec peu de symptémes cliniques (Performance Status=0; og 2D

3. Groupe3: Patien avecrésectionincompléete résiduelle (CC2 ou 3)lécédés & ansou

vivant avec des symptémes clinigues majeurs (Performance Status=>1)
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4.2.2 Reésultats préliminaires

Débitmétriedebaseline:

Le débit préopératoire était corrélé linéament a au €l 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
(5114168 vs 452180 mL/min,P=0.497)

L 6 | CP diffeterd éntre le groupe €t le groupe 218+12 vs 31+7, p=0.008)ainsi
gudentre | e gr o(lBplEvs3A3t6,ept0.007¢1 Igrnobuyp eav3ai t pas
entre le groupe 2 et le group€3-0.371).

Ledébitdans | 6 AMS avait adohaztbspieioteu groupe 1 auehezp | u s
les patients du groupe @94+163 vs 511+140 mL/min, p=0.069figure 3 mais était
significativement plus bas dans le groupe 1 que dans le group848163 vs 575181
mL/min, p=0.008)! | ndy avai tenpedesgrodpe 2 et le grdu@r3e n c

Débitmétrie postopératoire:

d

o

Apr s r®section compl te, l e d®bit de | 6 AN

(23644, P=0.095(Figure 3).
Il 'y avait une diminution significative ddébit chez les patients du grpe 2 en

postopératoire (diminution de 511 a 414 mL/mi=0.029).ln 6 y a v adintinutipnals d e
débit dans le groupe 3ifninution de575:181a633t143 mL/min; P=0.404).

- Dans le groupe 1, La débitmétrie postopératoire était significativemennuwdimipar
rapport aux valeurs préopératoires (diminution de 394+163 a 205+46 mLA%id.007)

- Dans le groupe 2, (maladie faiblement agressiveg) avait une diminution significative
du débit en postopératoire (diminution de 511 a 414 mL{mR#0.029).

- Dans | e groupe 3 (mal adi e agressive), i
de 5751181 a 633+143 mL/mjiP=0.404)

Les débis postopératoires étaient plus élevée dans le groupe 2 que dans le groupeds (414
vs 20546 mL/min; P<0.001), ¢ dans le groupe 3 que dans le groupe 24633 vs 41495
mL/min, P<0.001).
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4.2.3 Discussionet conclusions

L6®chographi e Doppl er de | 6 AMS sembl e °
| 6agressivit® tumoral e. En ef f est possidlé depr s
différencier les patients ayant une maladie tres agressive des patients ayant une maladie plus
« quiescente. On peutdonc construire un score pronostique incluant les valeurs de Doppler
ainsi que les données chirurgicales, et pathologiquep er met t an't doéoi dentif
plus a risque de développer une maladie agressive et pour lesquels on pourra proposer une
chimiothérapie en posipératoire. Les patients ayant une maladie quiescente, vont peu
bénéficier de la chimiothérapiet pawr r ai ent donc avoir une pau
résultats, ainsi que le modele que nous proposerons restent a étre validés sur une cohorte

différente de patients.

127



SIEMENS
CH4-1/"ABDO VASCUL
2D

[TH /2,00 MHz
-2dB /PD 60
SC1
Carte C/VR2
A

. ITH /2,00 MHz
; 5B/ PD 55
CarteE/C 1

Y N > +D=6,4mm

': PSR B i S 1 >:D=6,2 mm

Figure 1. Superior mesenteric artery (SMA) examination by ultrasound Doppler imaging
Anterior sagittal cross sectional view of the abdomervigualization of theSMA in its long
axis. White line indicates the dhode position on the screel: after activation of théVi-
modethe systolic and diastolic inner diameters of the Ski&measurel. 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 aftats origin, proximal to any side branched spectral
analysis of the Doppler blood flow velocityaveformsis then recorded and Spataterage
time-averageblood flow velocity is calculatedandis the computedlerived value calculated
by integrating the area under instantaneous mean velaaitse (blue line) for blood flow
volume calculation. Whitdine is representative of th&me-average maximal velocity
(maximum velocity per unit time is a computigrived value calculated by integrating all the
area under envelop of the wavefQrdifferent from the spatisdveragetime-averageblood
flow velocity.
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Figure 2: linear regression between blood flow volume (BFV) measured in the superior
mesenteric artery (SMA) before applion of the surgical treatment.

BFV in SMA elevated with IPC (r=0.6%<0.001), illustrative of the extension of thenor
vascular network branched on the superior mesenteric artery network with the increase of

tumor location in the abdominal cavit@ (ow grade,é high grade)
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Figure 3: Evolution of the blood flow volume (BFVin the superior mesenteric artery
(SMA) following thesurgical treatment.

Before surgery, patients with completeness of cytoredustivgery(CCRO) andabsence of
recurrence within two yeafgroup 1) presented elevated BFV (394168 mL/min, p<0.001)
compared to normal value (23644 mL/min). This elevation was less important than in
patients without completeness of cytoreductive surgery (C8®)Rihd with active progressive
disease (group 3, 575181 mL/min, p=0.003).

- In group 1 patientsthe BFV in the SMA dropped to normal valu@95+£46 vs 394+
163 mL/min before surgery, p<0.001).

- In group 2 mtients (weakly active progressive diseaske BFV in the SMA lightly
decreased from 511-#40 to 414+/195 mL/min (p=0.029).

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

Moreover, the possurgical treatments BFV values were more elevateganp 2thangroup

1 patients (414+95 vs 205+£46 mL/min, p<0.001), and igroup 3 thangroup 2 patients
(633+£143 vs 414+R5 mL/min, p<0.001).

(** p<0.01, baskne BFV in the SMArelated to the patientgroupg # p<0.05;## p<0.01

BFV measured befo@nd after surgery ; yyy p<0.001,
related to patientgroup
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4.3 Prédiction de la surng a 2 anschez les patients atteints deP non
résécable

! s 0 a gtide pilatedéalisée chez 24 patients. Le&sultatsseront présentésu 10"
International Congress on Peritoneal Surface Malignanci®vember 1719, 2016

Washington, DC, USA L6 obj ectif ®t ait do®valuer | 6ana
baseline chez des patients ayant une CP irrésécable et de construire un modele prédictif de la
sur vi e. Nous avons uti | ia;m®e quim mbntrggdeg riéseltats d 6 a n

prometteurs dans de nombreuses étudesRAD® 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 Caroliné, GUIU Boris™*, LE MALICOT
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Background

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

Purpose

To determine whether texture analysis (TA) on-fpeatment and two months pest
chemotherapy computed tomography (CT) images can pregi&ir2survival in patients with
metastatic nonresectable coloectal cancer (CRC) and peritoneal carcinomatosis (PC)
nodules treated by Folfiri and bevacizumab.

Patients and Methods

This is an ancillary study from PRODIGE multicenter prospective study for which 494
patients with metastatic CRC ated by Folfiri and bevacizumab had been enrolled. In 24
patients who had PC nodulgseater than 300 minTA was performed by two abdominal
radiologists in consensus using TexRAD® software on the dominant PC nodule during the
venous phase of a contrashanced 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-y@ar survival status. Receiver operating
characteristic (ROC) curves were per@d and the 2 strongest parameters were
incorporatednto amultivariatelogistic regression modéb identify predictive factors for-2

year survival and their oddtios (OR). A score combining these 2 factors was built and
optimal cutoff values for prediing 2year survival status was determined with ROC curve
analysis. Survival was estimated with the Kapgldmier method and compared between
groups with the logank test.

Results

The strongest predictive factors fory8ar survival status were two basel parameters:
baseline mean value (ssf=0)(AUC=.72;£.4400)) and the baseline skewness value (ssf=6)
(AUC=.77;(.50.1.00)). On ROC curve analysis, optimal-oft values were determined. A
baseline mean value (ssf=0)<27 UH yielded an sensitivity d3%83and 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 ovesalvival 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
needto be replicated in further studies.

Clinical Relevance statement:
Contrastenhanced computed tomography texture analysis performed on peritoneal

carcinomatosis nodules from non resectable metastatierectal cancer treated by Folfiri
and bevacizumaallows prediction of patients-@ear survival.

Supported by ROCHE
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Figure 1. PC lesion irthepouch of Douglas on C{A, arrow). Manual segmentation and
texture analysis witfexRAD® 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 paramet@erpredict2-yearsurvival status
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Figure 3. KaplanMeier surival dagram shows thgtatientswith only mean value (ssf=0)<2
UH or baseline skewness (ssf=6) value <0 but not both simultaneously had a higher
survival rate (median=2.0 year vs 1.1 w&-.01).

Survival Probability
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Conclusion

L6i magerie fonctionnell e est promise ° pr
dans | 6®valuation et | e sdeladuibiladneogpholpgqua gaint s e
deviendra de plus en plus précis gracé aomme n t ) | 6am®l i orati on

différentes techniques, le développement de techniques fonctionnelles et la validation de

bi omarqueurs quantitatifs per mettant do®t ab
pr®di ctifs. Araephi ®gd®oppl erd®qliog est | une
doéi magerie fonctionnelle pourrait avoir un
dépendant reste une limite a son développement en dekasndes spécialisés.

Les techni gu epsrfustbd (éanaymmhie deeconttaste, TDM et IRM de
perfusion) font | 06objet de lLealimies rmaesressontr e c h e
l es difficult®s dobébacquisition, l e manque de
TDM, le manque de stalardisation en échographie de contragte tend a diminuegrace a
plusieurs travaux francaisnulticentriquesrécents(161, 227, 228). De plus, ces techniques
requiérentunpogt r ai t ement mat h®mati que compl exe et
reste complexe et pegpanduela simplificationet la standardisation du post traitement leur
permettront, dans wun avenir proche, doéavoir
le cas dans le cerveau, mais aussi a un moindre degré dans la p2a$tags).

L6I RM de diffusion a ®t ® | a prmeagbemente t ec
validée a grande échelle. En effet, sont utilisatiorréxolutiomé la prise enchargede
| 6 acci deedérébvabschémigleaa lphaseaigle, et tous lesorstructeuss proposet
désormaiglesoutils de quantification simples, fiables aitomatiques pounesurer |[GADC.

Malgré un manque de standardisatpmrsistantnotamment en raison des différenteseurs

de b utilisées et des différents champs magnétiques des différentes madbiieG,

coefficient apparent de diffusioneétbn des bi omar q uetlesiplas étudiés pl u s
dans | 6 @¥a3BmSBom utilisation en tant que biomarqueur de la réponse aux
traitemens en cancérologien 6 e s t pas encore | argement r ®p a

échelle sont encore nécessaires.

Les technieques donhmagonnell es en | RM san:
diffusion multtb avec extraction des param tres I VI M
|l 6arteri al spin | abel |l ilefigt BOWOSRIQod Oxygen Lével q u an
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Dependantjese nt auj our doéhui d ud adrognali ababméttocicdoge r e ¢ h e
IVIM a déja été étudiée dans le foie pour évaluer la fibrose ainsi que la st@88s240).
Toutefois, | 6acquitemenbonetl| ¢ 6poatyse des r ®
difficiles a diffuser a la pratique courante. De plus, les constructeurs ne propasergsp
s@juences cliniguegnais 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 7 |

L 6 a n a | istogramn Geste une technologie confidentielle et trés récente. De plus
en plus de logiciels sont disponibles pour réaliser ces analyses, mais ces Sleranepeent
totalement de standardisatidra plupart des logiciels nécessiteine segmentation maelle
et | abori euse, et | 6anal yse des param tres
nombre de patients, ce que peu do6®tudes ont
publiées, le nombre de paramétres évalués, fvdliee dépassde nombre de patients inclus,
ce qui conduit a démultiplier le risque de premiere espece de ces analyses. Toutefois, dans un
avenir proche, probablement que des outils de segmentation automatisés, tridimensionnels et
performants seront disponibles, et que gemdes bases de données permettront de valider
certains de ces parameétres qui pourrontiétieis dans noslgorithmesde suivi et aider a la
décision thérapeutique, notamment avec le développement de modeles prédictifs
multiparamétriques, permettant der ®d i r e | 6 ef f i caci td®prapesercer t a
une stratégie thérapeutique personnalisée a chaque patient.

L6un des objectifs de cette th se ®tait
carcinose péritonéale et aux méthodolsgjai pourraient permettre déévalueret dbéavoi r
une application future chez ces patient6.ensembl e de ces r ®fl exi or
proposer une ®tude nationale multicentrique
chimiothérapie dans la cancise péritonéale chez les patients candidats a la chirurgie de
cytoréduction avec CHIP (projet présenté en annexe, déposé auRBRIB).

L6obj ect idé cetperétudeerade @médire la survie globale a 3 ans chez les
patients ayant une CP cand&la unechirurgie de cytoréduction avec CHIP en se basant sur
la réponse fonctionnelle évaluée par les variationspdasr am t res do6éi mageri e
(PIF) aprés chimiothérapie néoadjuvante (IRM de diffusion, TEP et analyse de texture sur les
images & TDM, d6I RM de diffusion et de TEP). Sec
(variation des PIF) sera corrélée a la réponse histologique évaluée sur la piece de résection
chirurgicale. Par ailleurs, la réponse fonctionnelle devrait permettre de p@d®e/ lo |l ut i on

clinique des patients selon 4 catégoriésection complete avec survie prolongée sans
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récidive, résection compléte avec récidive au cours du suivi, résection incomplete, et
progression rapide sous chi mpe Une@autrapartiecedesn ®c e s
analyses cherchera a 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 prédiredponse objective mesurée selon les critéres classiques
(RECIST1.1, marqueurs sériquedhe analyse ensogsr oupe per mettra doé®v
pronostique des PIF chez les patients ayant une CP modérément étenslueindrcinose
péritonéal (ICR10/39) ou tres étendue (ICP>10/39). Enfin, les performances de chacune des
3 modal i t®s doéi magerie pour ®valuer |l a cart
évaluées.
LO®tude sera conduite dans 5 centres preil
de patients et sont tous membres actifs du Réseau National des Maladies Rares du Péritoine.
Les r®sultats de cette ®tude devraient p

radiologique fiable dans la CP, permettant ainsi de sélectionner les pgtiebtnéficieront

l e plus doéune chirurgie | ourde. Lesevwiati ent
proposer une intensification th®rapeutique e
| 6aj out ®ventuell ement de bioth®rapi es.
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Sequential application of MDCT and MR imaging has incremental value in the
preoperative estimation of peritoneal carcinomatosis index

Anthony DohanChristine Hoeffel Philippe SoyerAnne Sophie JannoRierreJean Valette,
Arnaud Thvolet, Guillaume PassoQlivier GlehenPascal Rousset,

Abstract

Objective To determine the incremental value of magnetic resonance imaging @4RI)
comparedo multidetectorrow computed tomography (MDCT) in the preoperative estonat
of peritoneakarcinomatosis 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 examaoratin combination with MDCT
anddetermineda second PCI (PGbcT+mri). Sensitivity, specificity and accuracy of the two
imaging sets were determined ussuygeryasareference sindard

Results:For both readers an increased sensitivity was obtaisied IRl and MDCT (63%
to 81% for reader 144% to 81% for reader Zyhe number of trug@ositivefindingsincreased
from 106 to 125 for reader P£0.046) and from 117 to 132 for readewih the adjuncof
MRI (P=0.105). Regarding incremental value ®iRI, the difference PGbcr+mri-PClRet,
was lower than PGbcr-PChker in 10/28 (36%) for reader land 11/28(39%) patients for
reader 2 P=0.002 andP=0.0006 respectively). The increase in sensitivity wgeaterfor
patients with moderate volume of diseas

Conclusion:The combination of MDCT and MRI improves the performances of experienced
readers in the preoperative estimation of B{Z¢éomparison to MDCT alone.

Keywords: Peritoneal carcinomatosis; Diffusiemeighted magnetic resonance imaging;
HIPEC;Resectability; Peritoneaharcinomatosis Index
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INTRODUCTION

The prognosis of patients with peritoneal carcinomatosis (PC) has been subjeeeento
major changes with the introduction of cytoreductive surg€@RS), which isused in
associatia with hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC). This treatment, when
feasible, is currently a wedlstablished option for patients with RG5). Optimal selection
however,remains criticaemongpatients with PC in whom curativ@RS can be antipated.
Peritoneal carcinomatosis index (PCI) is the most commonly used surgical variable to
guantify the extent of PC and anticipate the effectiveness of tumor reduction. PCI, varying
from 1 to 39, combines the distribution of peritongaplantsin 13 édominal and pelvic
areas with the largest tumor size per redgs@mgscored from zero t& (6). In this regard,
depending on the primary tumor, some threshold PCI values according to PC etiology may
contraindicateCRS (PCI > 15 for gastric canceRClI >20 for colorectal cancer depending on
thepati ent 6s st at wsexpariernte)(1sbu Fay ithesa Ireasbns, aaoturate
preoperative determination of PCI is critical dptimize the selection of patients who will
benefit fromCRS Another issue to aid also includeserroneouslystratifying a case as
inoperable, when in factatientactuallyhas a resectable PC.

Currently, multidetecterow computed tomography (MDCT) remains the reference
imaging examination for the evaluation of patients with @nks to its availability and high
spatial resolution However, MDCThas limitedcontrast resolution and underestimates the
extent of diseas€?-4,7). Researchers have show high degree of sensitivitpf magnetic
resonance imaging (MRih the detectiorf peritoneal implarg(8,9). At the same time, other
groups have found similar degrees of performanckEs MRI and MDCT for peritoneal
implant detectiorby experienced readefs0,11)

Optimal evaluation of patients with PC who are candidateSR& 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. Weassumeahat MDCT and MRI should be regarded as comggletary techniques
and that MRI should be used @specially inpatients withan intermediate burden &fC to
better select resectable patients. However, the added value of MRI combined with MDCT in
patients with PC by comparison of MDCT alone hasyetbeen 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
resectabilityusing surgical PCI as a standard of reference.

MATERIAL S AND METHODS
Patients

This retrospective study was approveyl the institutional review board of our institution
Informed consent was obtained from all patiewtso were included in our prospective
databaseA total of 28consecutivgatients (20 womer8 men) with a mean age of 56 years +
11 (SD) (range: 29 69 years) were selected froaprospectively maintained database of
patientswho wereplanned to undergo CRS with HIPE®Iith a curative intent for secondary
PC between June 2009 to November 20tZhis databasérom a single tertiary centeall
selected patients were scheduled to undevtioCT and MRI with diffusionweighted
imaging OWI) examinations of the abdomen and pelvis witinn daysof surgery(13).

In our clinical practice, patientge planned to undergo CRS with HIPEC based on the
decision of a multdisciplinary tumor board. There is no clear threshold for tumor burden to
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decide to attempt for complete CRS in our
clinical status, pthology 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 preperatively as we already have experienced the
improvement opre-operative staging of the PC lesions.

The primary tumors were ovarian serous carcinoma (10 patients)inncnous
adenocarcinoma of the colon (9 patiengs3eudomyxoma peritonePMP) (5 patients),
gastric noAmucinous adenocarcinoma (3 patients)d amppendiceal nemucinous
adenocarcinoma (1 patient).

Ten patients did not have any fperative treatment, nor neoadjuvant chemotherapy
or surgery: 5/5 PMP patients, 3/10 patients vattarian serous carcinonand 2/9 patients
with norrmucinous adenoceéinoma of the colon

Imaging protocols

MDCT protocol. All MD CT studies were performed with the same protogokingle
source CT unit equipped with 40 rows of detectors (Brillidic€hilips Medical Systems,
Best, The Netherlands) was used in aligras with the following parameters: voltage, 120
kVp; automatic tube current modulation; axial resolution, Onfb; 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 iattbn dose. All patients underwerddinated contrast material
enhancedVIDCT through thethorax, abdomen and pelvis. A mechanical power injector
(OptiVantag®, MallinckrodtTyco/Healthcare, Cincinnati, OH, USA) was used to
administrate90-140 mL of nonionc iodinated contrast materiaitravenously according to
pati ent 0s (Idbicidoy Xemetixi 3§t Guerbet, Roissgharles de Gdle, France)
at a rate of 3 mL/sec. The acquisition of contrast matenhhnced MDCT data started 60
seconds after thstart of intravenousontrast materiahdministration MDCT scanning was
performed ina cephalocaudal direction, during one brelatihd, with the patient in supine
position.

After imaging acquisition, MDCT datavas reconstructed in the transverse plane
with a thickness of 1:fnm at 0.75mm intervals. A second set was obtained #tickness
of 0.6mm at 0.5mm intervals for multiplanar reconstructed views.

MRI protocol MRI examinations were performed at -IL5(Achievd’, Philips Medical
Systems) usin@ surface coil containing 16 elementhese sequenceveed the entire
peritoneal cavitylntravenous administration ofriig of an antiperistaltic agent (Glucagon
Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark) was performed immediately before MR image
acquisition For all patients, MRI protocol included ¥ighted TSE MRI in the transverse
plane, frequencgelective fatsuppressed Fiveighted water only selectiofWATS) in the
transverse plane, DWI with background body signal suppression (DW#8MRI in the
transverse plane using twovhlues (0 and 1000 s/mm?2). Dynamic-$appressed F1
weighted images were obtained in the transverse and coronal planes 5 minutes after
intravenous administration of a gadolinium chelate (Multih8n&racco, Milan, ltaly) at a
dose of 0.2 mlkg. All sequences were acquired using a slice thicknessnom6and an
intersection gap of-inm. The average examination time was 30utaa The MRI protocol

is provided indetail in Table 1.

Image analysis
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For each patient the radiolegi PCI was evaluated using dedicated software, developed
at our institution and now availablenline that provides a standardized collection form to
evaluate PC(PROMISE®,)(14). Briefly, the PCI was calculated considerirg tlesion

size (LS) of thedrgest implant that was scored as lesion size 0 through-8 (£3.S-3)

for each of thel3 regionsAn LS-0 signifiedno visible implants. LS1 referred to implants
that were visible up to 0.5 cm in greatest diameter2Icerresponded taodules greater
than 0.5 cm and up to 5 cm. {33eferred to implantsmeasurinds cm ormorein diameter

If an organ was coated by tumommplants (confluent disease) or if there was tissue
adhesions ioscalloping oranorgan surface, the region was also scored a3 (53

For this retrospective study, MDCT examinations were first reviewed using a
picture archiving and communication system (PACS) workstatjgre\forum® v6.3;

Philips Medical Systemdy two expert abdominal radiologists with Re@der 1) and 19
(Reader) years of experience in reading MDCT avil examinationsof the abdomen.

The two radiologists worked independently. For each patient, all imaging findings and
implant descriptios for the 13 regions were reported in the software, which prdvéde
standadized report and calculatehe global PCI (Figl). Transverse -inm thickness
MDCT images and -Bnm thickness multiplanar reconstructions were analyzed first and
reports generatelly the softwareA second session was organized one month later to
avoid reall bias andMRI examinations, using all MR sequences, were analyzed in
combination with MDCT. All images were analyzday the readerswithout any
information relative to the patients except the nature of the primary tumor. The two
observers were also ameaof the overall goal of the study.

Readingcriteria were defined ina consensu@mong both readers by comparing
surgical findings in image analysis & training cohort of ten patients who were not
included in thestudy.

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

During the second reading session, readers had access to MDCT and MRI
exaninations On morphological sequences, peritoneal implants were reported using the same
criteria as those considerémt MDCT. On DW, peritoneal implants were reported in Gase
of hyperintense on high -balue imagesperitoneal lesions that were visible omny
morphological sequence or when they were visible on MD@Ages All additional lesions
not seen oMDCT set (set 1) that were depicted owing to the use of, MRte reported in
the software to produce a second set (set 2). Readers could not clearegulis 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 (B&tvr)-

Standard of Reference

Intraoperative findings combined with the results oftdpathological analysis of
resected specimens duriRS (PClke) Were used athe standard of reference. Surgery was
performed by the same expert surgeon with more than 15 years of experi€iR8 with
HIPEC, who also determinedthe PCker. The quantiitation of PCkes was reported
prospectivelyby the surgeonsing the same softwaigy region analysis.
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Statistical analysis

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and
accuracy were calculated for each imagingasel 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 weightecbCkdygpa) statistic
The results of theCohena (kappa) statistiovere calculated alonwvith 95% confidence
intervals CIs). Degrees of agreement were categorized as follewstlues of 0.00 0.20
were considered to indicate poor agreemamalues of @21 - 0.40, fair agreemeng values
of 0.41- 0.60, moderate agreemeatyalues of 0.6% 0.80, good agreemerd;values of 0.81
- 0.99, excellent agreement amdvalue of 1, perfect agreeme(it5). For interobserver
agreement, the mean difference, 9%5fbits of agreement were calculated. Blaliman
plots were used to determine whether the difference was influenced by the magnitude of the
measurementd 6,17)

The absolute differences Pfdct-PClrer and PClypct+mri-PClrer Were calculated
for reader land comparedsing the nonparametric Wilcoxon signerhnk test for paired
data. Variation in sensitivity for reader 1 wastudiedusing McNemar test. Agreement
between reader 1 evaluatiandthe standard of reference was assessed for each set with
theweighted Cohew (kappa) statisticAll statistical tests were twtailed andsignificance
was set aP <0.05.

RESULTS

The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and accuracy
of the two imaging sets for each readiepicting the presence of peritoneal implants in each
of the 13 regions are reportedTable 2. For both readers, the highest incremental value for
MRI in terms of sensitivity was observed for implants located in region 3 (upper left
guadrant); the saitivity rose from 63%(10/16) to 81%(13/16) for reader 1 and from 44%
(7/16) to 819%(13/16) for Reader ZFig. 2 and 3) For regions 0 (central quadrant) and 6
(pelvis) an increase in sensitivity was achieved only for Reader 1 (from(I%%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 specifidgcreased for Reader 2, especially in
regions 6 and 7 (pelvis and lower right quadrant) from $8%) to 33%(3/9) and fom 82%
(9/11) to 55%(6/11), respectively.

Inter-observer agreement wasoderatefor both setswith a kappa value of 0.56
(95%CI: 0.270.84) and 0.60 (95%CI:. 0.3288) respectivel{Tables 3, 4) The limits of
agreement between the readers for eachrsateportedh Fig. 4.

Among the 190 regionwith tumor implants found during surgery (mean: 6.8 regions
per patient), the number a@fvolved regiongreoperatively depictedith imaging increased
with the adjunct of MRI from 106 to 12%€0.001)Additional lesions were found on Set 2
by comparison with set 1 ih2/28 patients (43%)Concerning the incremental value of MR,
the absolute difference Pgdcr+mri-PCler, Was lower than P@Gbcr-PClrer (3.96£4.10vs
4.89+4.73P=0.01). The difference increasedhvan overestimation if/28 patients(3%) for
Reader 1. PGibcr+mri Underestimatedhe actual PCI (i. e PCley) in 16/28 patients (57%)
for reader 1. Agreement between each set and standard of reference is rneposdee 5.
Agreement wasnoderateor Set 1, (kappa = 0.495%CI:0.21-0.72) and for Set Zkappa =
0.5495%C]I:0.280.80).
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DISCUSSION

Our results show that sequential application of MDCT and MRI has an incremental value in
the preoperative estimate of P@We demonstratedhe added vale of MRI in terms of
increasedsensitivity in regions 0 (central quadrant), 6 (pelvis) and region 3 (upper left
guadrant). We found also that this combination alloles an improved preoperative
guantitative evaluation of PCI

PClpct+Mmri-PCles Significantly decreased compared to Redr-PClkes indicating a
clear added value of MRI to approach surgical. MRI identified more lesions than MDCT.
The specificity of MRI was, howeveslightly decreased, especially for Reader 2 who was
more confident with MIZT than with MRI. Torkzad et ateported a similar sensitivity and
no difference in terms of evaluation of PCl betwadDCT and MRI alone with an
experiencedeader(11). Conversely, Low et ashowedsignificanty better performances for
MRI alone as compared toMDCT alone in PC(9). After categorizing 22 patients in 3
categories: small volume tumor (PGB), moderate volume (PCI 42D), and large volume
(PCI> 20), they reported an appropriate categorization of patier2® patients (91%) with
MRI andin 11 patients (50%) witiMDCT only (9). They also reported a global sensitivity
and specificity of 95% and 70%espectivelywith MRI and 55% and 86%espectivelywith
MDCT. For Low et al.,MRI was definitely superior to MDCT but in our study and for
Torkzad et al., tle added value is less markethe performances of MRI ithe studyby Low
et al. may be explained by a difference in experience of readdrish is a critical issue in
MRI of the peritoneumAnother difference is also the inclusion ai@ein the study byLow
et al, the majority of patients had appendiceal neoplasms with PMP ({6%) The aded
value of MRI in PMP isvell demonstrated as compared®G from other origindbecause of
the high signalof mucinouscontentand high contist resolution of MR(18). Moreover, our
results may be explained by a recruiting bias: our center is a tertiary referral cerdaenighd
proportion ofpatients have already been operavedseveral times opreviously received
chemotherapy. In the cat of recurrence or partial response to chemotherapy, lesions are
often smaller or less attenuating on MDGAlith a decreased cellularityhich may impair
the performances of imagir{d9).

In our study, we found that PClas preoperatively underestimaten two thirds of
patients despite the combination of MRith MDCT. Our results however,show that the
adced value of MRI is maximal for patients with an intermediate .RCis lessmarkedfor
patients with very high or very low PCI. We can assume tihede patients are those for
whom a surgical strategy is more difficult to determine and for whom a better evaluation of
the diseasés neededSeveral studies have evaluated the added valyg®sifron emission
tomographycomputed tomographyPET-CT) in PC (20-22). They uniformly foundthat
PET-CT detecs additional lesions compared MDCT, but theseadditionallesions had a
limited impact on patient management. In our study, MRI seems to have the same limitation.
When groupingpatients in 3 categorieso(v, intermediate and high PGWhich correspond
more or less to resectable / indeterminate / unresectable diseaseseddidd in correct
upstagng in only 3 patients andrroneousipstagng in 2 patients.

Indeed, aothercritical issue of preoperatévstaging ighe overestimation of lesions
which may erroneouslymark a patientas inoperablevho is actually operabld-alsepositive
findings are an issuthathasalso been reported for PEJT in PC(20,21) Concerning MRI,
falsepositive findings arenainly caused by lesions detected wiiWI. Although DWI has
shown great capacities in detecting malignancies in several organs such as the liver, it should
be interpreted with cautiof23-26). Several causes oéstricted diffusiorhave been reported
which may mimic malignancyincluding inflammatory nodes, abscesses or jmstrative
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changes, especiallgt the site of the primary tumor in casef metachronous PC. In our
experience, another cause of R®erestimation irrespective tiie imaging techniqeiis that
some peritoneal thickening measuring more than 5 cm on imagimgh 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 imagingnaayl correspond to
smaller lesionst surgery, with some retraction or fluid effusion.

Concerning the results according to PC origin, our results are consistemhagehof
previous studig with a global underscoring of PCI for PC from ovarian and digestrigins
(11,27,28) For PMP patients, the trend was maofsénup-scoring especially for reader 2 who
was lessexperiencedo PMP on MRI. This is probably because PMP is rich in mucinous
componenthat is hyperintense on TWeighted imagesand thus eserto detectthan other
types of PC with MRI, and the presencef ascites without solid component may be
erroneouslyconsidered as tumor lesions. For Bfvarian origin, all studies and our result
uniformly found an underestimation of PC, mainly bessatumor implantpresented asmall
and multinodularlesionsrather than bulky massé29,30)

Regarding intepbserver variability, we found a good to excellent huteserver
agreement for both sets in regions 0, 1, 2, 3, &nd8 and for global Bl evaluationOn the
contrary, interobservergeeement was poor faiDCT and MRI in regions 1@nd 11 and
moderate in region 1Zheseresultsshow that the regions near the small bowel serosa are the
most challenging and also that experienced readem®idoave the same performance. These
findings suggest that mulinstitutional studies with surgical correlation asgecialized
clinical research groups areededo improve the evaluation of PQther researchers have
reported similar results with a rdikcorrelation between several readers for evaluation of PCI
with CT or MRI independentlybut no study haver evaluated the agreement between
readers for the combination MDCT and MRIin such case§28). Soussan et al. reported
good interobserver agmement for MRI and excellent for PEIT in PC(26).

Our study has several limitations. Fjrgte included a limited number of patients in
this preliminary study. Using our correlation software, we tried to have a perfect correlation
with the surgical staradd of reference. Third, the causes of PC in our study are
heterogeneous. This is because we wanted to evaluate #dvadlte of MRI in the general
case of PC in terms of sensitivity and not for a specific pathology. We agree that further
multicenter stdies dedicated to each specific etiology should be condudtedmore focus
on the evaluation of standardized resectability critefiaally, patients were not giveoral
contrast material prior to MDCT and MRI examinatioRsirther researches are thieeded
to assess the value of enteral contrast agentsnilgat help better depict small bowsgrosal
implants.

In conclusionthe combination of MDCT and MRI improves the performances of experienced
readers in the preoperative estimation of BZ¢ompaison to MDCT alone.
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Table 1: Peritoneal MRI protocol at 1.5 Tesla

MR sequence (-rrnr\;) (-Ir;]ES) Matrix Nex Th(irc;]krz)e ss (?n?r?) RFLC>)<XP(§;<?|2|

Axial T2-WI 580 80 324252 1 6 0.9 39x27.9x27.9
Axial TI-WI WATS 252 5 260x168 1 6 1  39x28.2x27.9
Axial DWIBS 12050 75 152x150 7 6 1 37.5x30x24.4
Axial T1-WI IV+ 252 5 260x168 1 6 1  39x28.2x27.9
Coronal TEWI 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/l indicates weighted image€f)WIBS indicates
diffusionrweighted MRI withbackground body signal suppressi®ATS indicateswater

only selectionV+ indicatesafter intravenous administration of a gadolinium chelate
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Table 2A. Sensitivity (Se)spedficity (Sp), positive predictive value (PPVijegative
predictive value (NPV) andccuracy (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

Regon0 0.75 0.88 094 058 0.79| 090 0.88 095 0.78 0.89
Reg 1 0.2 100 100 069 082|082 100 100 0.79 0.89
Reg 2 085 087 08 087 086|092 087 086 093 0.89
Reg 3 063 058 067 054 061|081 050 068 0.67 0.68
Reg 4 043 093 08 062 068 050 093 088 065 0.71
Reg 5 0.er 0O.77 0.77 067 071 0.73 0.77 079 0.71 0.75
Reg 6 063 100 100 056 075|079 100 100 0.69 0.86
Reg 7 065 064 073 054 064|076 064 0.76 064 0.71
Reg 8 036 094 080 070 071 045 094 083 0.73 0.75
Reg 9 036 093 083 059 064|043 08 0.5 060 0.64
Reg 10 033 09 075 075 075|033 095 075 0.75 0.75
Reg 11 0.17 100 100 062 0.64| 017 094 067 060 0.61
Reg 12 038 093 083 064 068 046 093 086 0.67 0.71

Table 2B. Sensitivity (Se)specificity (Sp),positive predictive alue (PPV)negative
predictive value (NPV) andccuracy (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

Regon0 0.70 0.75 0.88 0.50 0.71 0.70 0.75 088 050 0.71
Reg 1 0.76 0.73 0.81 067 0.75 0.88 064 079 0.78 0.79
Reg 2 0.77 0.87 083 0.81 0.82 0.85 0.67 0.69 083 0.75
Reg 3 044 0.83 0.78 053 0.61 0.81 0.75 081 0.75 0.79
Reg 4 0.57 093 0.89 0.68 0.75 0.64 0.79 0.75 069 0.71
Reg 5 053 0.85 0.80 0.61 0.68 0.60 0.77 0.75 0.63 0.68
Reg 6 095 056 0.82 0.83 0.82 0.95 033 0.75 0.75 0.75
Reg 7 059 0.82 083 056 0.68 0.71 055 0.71 055 0.64
Reg 8 036 094 080 0.70 0.71 0.45 082 0.63 0.70 0.68
Reg 9 064 093 090 0.72 0.79 0.64 086 0.82 0.71 0.75
Reg 10 0.56 0.89 0.71 0.81 0.79 0.56 0.84 0.63 080 0.75
Reg 11 0.33 1.00 100 0.67 0.71 0.33 1.00 1.00 0.67 0.71
Reg 12 054 093 0.88 0.70 0.75 0.62 093 0.89 0.74 0.79
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Table 3. Inter-observer greement between two independent readers in 28 patients

with peritoneal carinomatosis

Reader 2 N . N
0 ®Clypcr<11 11 P@wpcr<21 2 1 P@wpct Total
Reader 1
0 OmE&d1l 17 3 0 20
110 wh-f£xP1 1 3 2
210 wRtl 0 0 2
Total 18 6 4 28

Note. A kappa value of 0.56 (95%CI: 0.2784)indicates mild mterobserver agreaent

Reader 2 . . N
0 CPCIMDCT+MRI <11 11 PGDMDCT+MR| <21 21 P@MDCT+MRI Total
Reader 1
0 PRClvpcr+mri <11 15 4 0 19
1 1 PClypcTsmr <21 1 4 1
2 1 PClypcT+MR 0 0 3 3
Total 16 8 4 28

Note. A kappa value of 0.60 (95%CI: 0-8288)indicates mild interobserver agreement

164



Table 4. Inter-observer agreement f&CI evaluation for each region

Mean difference

95% limits of agreement

Setl

Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region
Region 9

Region 10
Region 11
Region 12
Global PCI

o~NO Ol WNEO

Set 2

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

©CoOoO~NOOUITA~WNEO

-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
0.46+1.10
0.25+0.93
0.14+1.11
2.04+4.58

-1.99t0 1.85
-1.70 to 2.27
-1.59t0 1.52
-1.90 to 1.40
-1.67 to0 2.03
-2.19t0 1.90
-1.39t0 3.39
-2.03to 1.67
-1.84to 1.77
-1.35t0 2.06
-1.73t0 2.59
-1.47 to 2.04
-1.77t0 1.91
-8.59t0 12.38

-2.30t0 1.88
-1.72t0 2.44

-1.61t0 1.75
-1.78t0 1.43
-1.651t0 2.15
-2.13t01.99
-1.411t0 2.84
-1.83 t0 1.69
-1.31t01.31
-1.4510 2.09
-1.70 to 2.63
-1.57 t0 2.07
-2.04 t0 2.32
-6.95 10 11.02
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Table 5 Agreement between Reader 1 and saigexploration.

standard of
reference 0
Reader 1

O Ri€lh 11 Rre®CIl 21 Okt F Total

0 Om&d1l 16 3 1 20

o 110 up-£R1 0 2 4 6
A 210 wit | 0 0 2 2
Total 16 5 7 28

~ 0 Om&iwr<il 16 3 0 19
2 110 uyRBri<21 0 2 4 6
n 210  Rubetevri 0 0 3 3
Total 16 5 7 28

Note. For Set 1, mild agreement:
kappa = 0.54+0.13 [0.28.80].

kappa = 0.47+0.13 [0.Z2]. For Set 2, mild agreement:
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Figure legends

Figure 1. Screershotof theautomatized onlineeporting gstem.
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Figure 2. 54-yearold man with peritoneal carinomatosisfrom olorectal canceand a
surgical PClof 16/39

A. MDCT shows isoattenuatingodule (arrow) abutting thesmall bowel that was not
detectedy both readers oMDCT.

B. Diffusion weightedMR image (b=1000 s/mf) shows hyperintensenodule imicating
restricteddiffusion (arrow).

C. OnT2-weighted imaggthe nodulgarrow)is hypointense.

D. On fat-suppressedl'l-weighted imageobtained after intravenous administration of a
gadolinium chelatéhe nodule shows enhancemehenodulewas detead on MRI by both

readers: For reader 1the PClwas11/36with imagingset 1 and 12/3&ith imagingset 2;

For reader 2thePClwas6/39with imagingset 1 and 10/3®ith imagingset 2
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Figure 3. 64-yearold patient withpseudomyxma peritonei andusgicd PCl of 21/39

A. Undetected parietal involvement MDCT by both reader&@rrow)

B. Detection of a diffuse parietéthickening(arrows)scorel 3/3 by both readers on MRFor
reader 1the was18/36with imaging set land20/36with imaging set 2For reader 2the
PClwas1339with imaging set land 17/39ith imaging set 2
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Figure 4. Bland Altman plots show interobserver agreementsietrl (A) and set 2 (B)
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Annexe n°2: PHRC-K POSITIF

1 sOagiPt opdoGsuintel on do®t ude national e m
| 6®val uation de |l a r®ponse 7~ |l a chimioth®r afp
candidats a la chirurgie de cytoréduction avec CHIP (projet déposé au-RI2B1E5)

Full title PredctiOn of 3-yearsSurvival and response after neoadjuvant ther;
In peritoneal carcinonTasis from colorectal origh usingFunctional
imaging.

Acronym POSITIFO1

Sponsor Assistance PubliquieHopitaux de Paris

Scientific Tumor response toeoadjuvant chemotherapy is an independent

justification predictive factor of better outcome in patients with peritoneal

carcinomatosis (PC) from colorectal origin

Primary objective | To assess the capability of changes in functional imagingnpeters
and assessment | (FIP) (DWIMRI, **FDG-PET/CTand texture analysis on CT, DWIM

criterion andor ®FDG-PETimages) after neoadjuvant chemotherapy to pre
the overall 3 years survival in patients with PC candidates for
with HIPEC.
The main judgement criterion will be P@lated mortality at thre
years.

Secondary Secondary objectives

objectives and - To assess the capability of changes in FIP

assessment criteria 1. To evaluate pathological response at the time of surgery

2. To predict outcome of patients categorized into foategories
complete surgical resection and long term survival with
recurrence, complete surgical resection and recurrg
incomplete surgical resection, and progression u
neoadjuvant chemotherapy impairing surgery

- To assess the capability of FdlPbaseline evaluation to predict:

1. The pathological response at the time of surgery

2. The objective morphological response according to
classical criteria (RECISTL1.1, blood markers)

3. The overall 3 years survival in patients with PC candidate
CRS withHIPEC.

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

- To evaluate separately the prognostic value of FIP in patients

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 wik Ipossible in 95% g

the patients included (because only 5% of patients do not
surgery finally in our experience).
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2. Objective response according to RECIST 1.1 criteria at the
of neoadjuvant chemotherapy

3. CRS performed or not

4. Progression under nedjavant chemotherapy impairin
surgery

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

6. Recurrence during followp

7. Surgical PCI

Experimental
design

A prospective multicentric interventional cohort study for
beginning and an observatidneulticentric cohort study for th
follow-up. Patients will have at baseline, prior to neoadjuv
treatment, an abdominopelvic CT, DWIMRI, affDG-PET/CT in
one of the 5 recruiting centers and this evaluation will be repeat
the end of neoadjuvarthemotherapyExaminations carried out a
already used for the monitoring of patients with PC treateg
chemotherapy in reference centers and considered as part of 1
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 HIR

Inclusion criteria

- Older than 18 years

- Referred to a tertiary reference center

- WHO status O 2

- Signed informed consent

- PC from CRC with histological proof

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

- Fluoropyrimidine and oxaliplatin (FOLFOX or XELOX)
bevacizumab

- Fluoropyrimidine and oxalipitin (FOLFOX or XELOX)+
ant-rEGFR antibody

- Fluoropyrimidine and CPT11 (FOLFIRYbevacizumab

- Fluoropyrimidine and CPT11 (FOLFIRY ant-EGFR
antibody

- Fluoropyrimidine and oxaliplatin and CPT11
(FOLFIRINOX) = bevacizumab

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

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

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

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

- Rare malignant peritonealurnors: pseudomyxoma periton
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, pla
count < 100000 /mm3, hemoglobin < 9 g/dL, bilirubin total > 1
N, estimated glomerular filtration rate < 60 mL/min)

- Cardiac impairment. uncontrolled hypertension, myocal
infarction in the 6 preceding monthiseart failurewith Reduced
left ventricularejection fraction (<45%).

- More than 2 metastatic sites

- Follow-up not possible for psychological or geographical reaso

allg

Other procedures
added by the
research

Baseline MRI with diffusion weighted images (DWIMRI) the day o
inclusion. Baseliné®FDG-PET/CTin the first week after inclusion.

Risks added by the
research

DWIMRI is norrinvasive, norradiating and do not require
administration of intravenous contrast®??DG-PET/CT is non
invasive and already used is every day practice tequiiextra
peritoreal pathology pr@peratively.

Number of subjects
chosen

180 (A rate of5% ofinconclusive or infeasible MRI antFDG-
PET/CThas beemaken into account).

Number of centres

5 (nationale study)

Research period

- Anticipated inclusion duratiori8 monthg78 weeks)
- Duration of participation : 36 months (156 weeks)
- Total duratiort 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 analysigpseulation ang
theprimary endpoint that is the three year overall survival.

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

A sample size of N=180 patients will allow a 80% power to detg
potential role of a DMWRI parameters as a predictor of response
an odds ratio = 2 by a multivariate logistic regression at a 5%
sided significance level and considering a squared multiple corre
of variables in the model at 20%A (ate of 5% of inconclusive or
infeasible MRI or'®FDG-PET/CThas beetaken into account).

Funding source

PHRGINCA
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Annexe n3: TDM de perfusion chez la souris

Dynamic Contrast enhanced CTscan experimentd Work in progress

Then we tried to perform dynamiomtrastenhanced CT (DCET) with a clinical CF
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
antiangiogenic therapies.

One of our mai issues was vascular access in hude 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.jFig. 1).

Figure 1. (A) Surgical implantation of the venous access dey®ePost implantation
control X-rays.

The time needed for implantation and the
seek an alternative. We finally managed to catheterize mice tail with a @yes&autterfly
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

desi gn -naa diehoo -mpecter with Lego Technic® (Fig. 2, 3).
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Figure 2. i Ho ym& d e 0 -injectar.rFour rates of injection are available (zoom on

the gearbox).

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

Preliminary experiment: each nemiwas anesthetized withtraperitoneal 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 wmpositioned within a clinical muiBlice CT scanne(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 int
homemade micrei nj ect or 6, and CT i mangsices) WeeatgMred 80 m

every second over a 60 seconds time frame (fig. 5).
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Figure 5. Dynamic contrasenhanced CT images(A) Early acquisition showing
enhancement of heat (arrow) and superior vena ¢Bya/enous phase: enhancement of the
liver (arrow). Contrast in the bladder is secondary to a previous inje¢Gdri.ater phase:
enhancement of left kidney (arrowp) Example of parametric map that could be obtained
(body PCT®, Siemens healthcare).
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