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Liste des abréviations

123).MIBG : MetalodoBenzylGuanidine marquée a I’iode 123
B FDG FluoroDeoxyGlucose marqué au fluor 18
¥E FDOPA. : FluoroDihydrOxyPhenylAlanine marqué au fluor 18 ou fluorodopa

®®Ga-DOTATATE : DOTA(0)-Tyr(3)-octreotide marqué au gallium 68
AADC : Aromatic L-Amino-Acid Decarboxylase

CGA : Chromogranine A

DOPA : DihydrOxyPhénylAlanine

EPASL : Endothelial PAS domain-containing protein 1

FH : Fumarate Hydratase

HIF2A : Hypoxia Inductible Factor 2A

Imax : amplitude du pic

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

LATL1 : Large Amino acid Transporter 1

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases

MAX : MYC-Associated factor X

MB : Metabolique Burden = volume tumoral métabolique total
MDH?2 : Malate DeHydrogenase 2

MN : Métanéphrine

NEM?2 : Néoplasie Endocrinienne Multiple de type 2

NF1 : NeuroFibromatose de type 1

NM: Normétanéphrine

PASS : Pheochromocytoma of the Adrenal Gland Scaled Score

PHEO : Phéochromocytome



PPGL: Phéochromocytomes et Paragangliomes

RET : REarranged during Transfection

ROI : Region Of Interest

SDH- : Succinate DesHydrogenase

SPECT-CT : tomoscintigraphie couplée a un scanner
SUV : Standardized Uptake Value

TDM : TomoDensitoMétrie

TEP : Tomographie par Emission de Positons
TNEM127 : Transmembrane domain protein 127
VHL : Von Hippel Lindau

VMAT : Vesicular MonoAmine Transporter
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I/ Les phéochromocytomes et les paragangliomes

Introduction

Les phéochromocytomes et les paragangliomes (PPGL) sont des tumeurs
neuroendocrines dérivées des cellules chromaffines issues des crétes neurales embryonnaires.
Le terme « phéochromocytome » est réservé aux tumeurs de la zone médullaire de la surrénale
tandis que les paragangliomes sont extrasurrénaliens, développés aux dépens du systeme
nerveux sympathique ou parasympathique (Figure 1) (1).

Il s’agit de tumeurs rares, mais qui sont probablement sous-diagnostiquées, dont la prévalence
actuelle est de 5 a 6 nouveaux cas pour 100 000 habitants par an. Bien que souvent bénins, 20%
des PPGL sont malins, avec une médiane de survie de 50% a 5 ans (1). Dans les formes
sporadiques et bénignes, le traitement de ces tumeurs repose sur I'exérese chirurgicale et le
pronostic est excellent.

En cas de maladie métastatique, les options sont malheureusement peu hombreuses, reposant
soit sur la radiothérapie métabolique soit sur la chimiothérapie, avec une efficacité limitée (2).

Figure 1 : Localisation possible des phéochromocytomes et des paragangliomes. 1 : paragangliomes de
la téte et du cou ; 2 : phéochromocytomes ; 3 : organe de Zuckenberg ; 4 : paragangliomes vésicaux.
D’apres V. Rohmer, Phéochromocytomes et paragangliomes, EMC Endocrinologie 2013 (3).



Génetique et syndrome de prédisposition

Les PPGL sont des tumeurs hautement déterminées par la génétique puisque la
prévalence des formes héréditaires des phéochromocytomes et paragangliomes est supérieure
a 40% et 20% des tumeurs sont porteuses d’une mutation somatique sur I’un des genes de
prédisposition (4). Actuellement, une quinzaine de genes de prédisposition ont été identifiés
(SDHD, SDHC, SDHB, SDHA, SDHAF2, VHL, RET, NF1, MAX, TMEM127, HIF2A, FH,
MDH2, GOT2, SLC25A11) (Figure 2).

Pour la plupart des genes récemment découverts, la pénétrance des PPGL n’est pas connue du
fait du manque de suivi a long terme chez les cas non-index. Cependant, les pénétrances
connues varient de 2,5% pour la neurofibromatose de type 1 a plus de 90% pour SDHD (4).
Le profil transcriptionnel des phéochromocytomes et des paragangliomes génétiquement
déterminés a permis de classer les tumeurs en deux clusters distincts (5) :

Le cluster 1 ou pseudo-hypoxique (ou I’on retrouve les tumeurs secondaires aux mutations dans
un géne codant pour une protéine mitochondriale (SDHx, FH, MDH2, GOT2, SLC25A11), ou
pour la protéine VHL) et le cluster 2 ou MAP-kinase (ou I’on retrouve les tumeurs secondaires
aux mutations dans les autres géenes de prédisposition et les formes sporadiques). Le cluster 1
est subdivisé en un cluster C1A contenant les génes du cycle de Krebs et un cluster C1B
contenant les tumeurs mutées sur le géne VHL au niveau constitutionnel ou somatique. Parmi
ces différents génes, une mutation inactivatrice du géne SDHB est associée a un risque
métastatique plus important (40 a 60%) et a un pronostic plus sévere (6).
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Figure 2 : Echelle temporelle représentant la découverte des génes de susceptibilité des PPGL. Le
nombre cumulé de génes et I’année d’identification sont représentés par des histogrammes. La courbe
représente I’augmentation du pourcentage de formes héréditaires de PPGL dans le temps. Favier et al,
Paraganglioma and Pheochromocytoma : from genetics to personalized medicine, Nat Rev Endocrinol
2015 (5).



Diagnostics clinique et biologique

Les manifestations cliniques du phéochromocytome se caractérisent par leur grande
variabilité en fonction de I'normone sécrétée en exces et par leur non-spécificité. Les
symptdmes peuvent étre permanents, fluctuants, voire absents.

Aux anomalies de la pression artérielle peuvent s'associer une tachycardie ou une arythmie, des
malaises avec paleur, des pertes de connaissance, des flushs, des céphalées, une anxiété, voire
des acces de panique, des sueurs, une fatigue, une perte de poids, des nausées, une constipation
ou une hyperglycémie. L'association céphalées, palpitations et sueurs constitue la classique et
spécifique triade de Ménard (3).

Les évenements cardiovasculaires chez ces patients sont fréquents (infarctus du myocarde,
angor, accident vasculaire cérébral, cardiomyopathie adrénergique) et ne sont pas uniquement
attribués a I’hypertension artérielle mais aussi au réle toxique des catécholamines sur le systéeme
cardiovasculaire (7).

Les paragangliomes de la téte et du cou, thoraciques, abdominaux ou pelviens sont rarement
sécréteurs, donc peu souvent fonctionnels, se manifestent par leur progression tumorale : masse
palpable dans le cou, douleur, dysphagie, paralysie d'un nerf cranien ou acouphénes.

Le diagnostic positif de phéochromocytome est biologique. 1l repose sur la mise en évidence
d'une sécrétion anormalement élevée de catécholamines sous forme de leurs dérivés
méthoxylés : métanéphrine et normétanéphrine (1). Les dosages urinaire ou plasmatique des
métanéphrines et normétanéphrines constituent une méthode de détection plus sensible que le
dosage des catécholamines puisqu’ils prennent en compte les variations de sécrétions dans le
nycthémere (1, 8).

Le diagnostic est probable pour une valeur au-dessus de trois fois la normale. Les faux négatifs
sont constitués par les tumeurs de petites tailles ou non sécrétrices (comme certaines tumeurs
mutées SDHB) et les paragangliomes qui sont plus rarement sécréteurs (9). Le profil hormonal
peut également permettre d'orienter le génotype: une sécrétion de métanéphrines et de
normétanéphrines en quantité similaire oriente vers une mutation de RET ou de NF1 alors
gu'une sécrétion majoritairement de normétanéphrine est plutét en faveur d'une mutation
de VHL ou de SDH. Le dosage de la 3-méthoxytyramine aide au diagnostic des rares tumeurs
qui sécretent de la dopamine, souvent élevée dans les PPGL malins ou encore dans les
paragangliomes de la base du cou et de la téte (1).

Enfin la chromogranine A (CGA) est un marqueur de tumeurs neuroendocrines, fréquemment
élevée en cas de PPGL et directement corrélée a la taille de la tumeur. Il est cependant
nécessaire de connaitre les nombreux faux positifs tels que la prise d’inhibiteurs de la pompe a
proton ou encore I’insuffisance rénale (10).



Imagerie

Une fois le diagnostic biologique établi, I’étape suivante consiste a localiser la tumeur

par imagerie. Le scanner ou l'imagerie par résonance magnétique (IRM) sont les examens de
premiére intention afin de localiser la tumeur (1). Le phéochromocytome est habituellement
une tumeur volumineuse, hétérogéne, se rehaussant fortement apres injection de produit de
contraste sur le scanner. En IRM, les phéochromocytomes présentent en général un hypersignal
en T2, sauf dans les tumeurs de grandes tailles avec hémorragie ou nécrose.
Ces examens ont une bonne sensibilité pour la détection des Iésions tumorales surrénaliennes
(>90%), mais une médiocre spécificité (75 a 80%) (11). Pour la recherche de paragangliomes
de la téte et du cou, I'angio-IRM doit étre préférée du fait d’une meilleure résolution spatiale
(12).

Imagerie fonctionnelle

L’imagerie fonctionnelle est une technique complémentaire qui permet d’obtenir une
meilleure spécificité et est particulierement recommandée pour le diagnostic d’une maladie
multifocale ou métastatique. Des ligands spécifiques sont utilisés dans ce but et ciblent soit
différents récepteurs membranaires ou le systeme de transport des catécholamines (Figure 3)
(13). En fonction du type de ligand utilisé, une tomoscintigraphie couplée a un scanner
(SPECT-CT) peut étre réalisée, comme c’est le cas pour la scintigraphie a la
metaiodobenzylguanidine marquée a Piode 123 (*21-MIBG) ou I'*In-pentetreotide
(octreoscan). Les autres ligands tels que le 18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG), le “°F-

fluorodihydroxyphenylalanine (18F-FDOPA) ou le 68Ga—DOTA(O)-Tyr(?;)—octreotide (6SGa-
DOTATATE) sont utilisés en tomographie a émission de positons (TEP) (13).
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Figure 3 : Représentation des différents ligands utilisables en imagerie fonctionnelle et de la voie
métabolique de la *®F-DOPA dans le phéochromocytome.



Le choix de I'utilisation de ces différents ligands revient au praticien, en fonction de la
localisation du PPGL, de son caractére métastatique, des données génétiques et enfin de
I’accessibilité locale (Figure 4).

Depuis le début des années 2000, la 6-fluoro-(18F)-L-DOPA, appelée Fluorodopa, qui est un
analogue de la dihydroxyphénylalanine (DOPA) a été développé. Il s’agit d’un acide aminé
aromatique rapidement capté par les cellules chromaffines, décarboxylé en dopamine et stocké
dans les granules de sécrétion. Cette imagerie est recommandée en cas de paragangliomes de
la téte et du coup ou en cas de phéochromocytomes non métastatiques (13).

8F.-FDG 18F-FDOPA 68Ga-DOTATATE

Figure 4 : Différentes modalités d’imageries fonctionnelles dans le cas d’un phéochromocytome
sporadique droit. La tumeur (fleche) fixe peu le 18F-FDG mais est hyperfixante pour le 18F-FDOPA
et le 68GA-DOTATATE.

D’aprés Castinetti F, Kroiss A, Kumar R, Pacak K, Taieb D. 15 YEARS OF PARAGANGLIOMA:
Imaging and imaging-based treatment of pheochromocytoma and paraganglioma. Endocr Relat
Cancer. 2015 (14)

Anatomopathologie

L'analyse histologique de la tumeur ne permet pas de distinguer a ce jour une forme
bénigne d'une forme maligne (Figure 5). Selon la classification de I'Organisation Mondiale de
la Santé, la malignité de ces tumeurs est définie par la présence de métastases au niveau d'un
site extraparaganglionnaire (ganglions lymphatiques, os, foie). Toutefois, une grosse lésion
tumorale, une location extrasurrénalienne ou une mutation de SDHB sont des situations a haut
risque de malignité. Plusieurs scores ont été établis afin d'individualiser les tumeurs a risque de
malignité, mais aucun ne permet d'établir avec certitude la nature des tumeurs. Le plus utilisé
est le Pheochromocytoma of the Adrenal Gland Scaled Score (PASS) de Thompson. Un score
inférieur a 4 est en faveur de la bénignité tandis qu’un score supérieur a 6 est en faveur de
malignité (15).



Phéochromocytome

Surrénale saine

Figure 5 : Piece de surrénalectomie réalisée par laparoscopie robot-assistée contenant un
phéochromocytome de 5 cm chez une patiente de 41 ans. La surrénale saine est également bien
visualisée. Photographie personnelle.

Traitement

La prise en charge des patients porteurs de PPGL nécessite une équipe
médicochirurgicale, multidisciplinaire et experte. Le traitement est défini au cours d’une
réunion de concertation pluridisciplinaire. Le traitement est essentiellement chirurgical lorsque
la tumeur est résécable. Toute intervention doit étre soigneusement préparée afin d'éviter une
crise aigué adrénergique secondaire a la libération massive de catécholamines lors de
I'induction de l'anesthésie ou lors de la manipulation de la tumeur par le chirurgien (1).
Classiquement, la préparation repose sur I'emploi d’ a-bloquants puis de B-bloquants ou
d’inhibiteurs calciques (16).

En cas de forme héréditaire, il peut étre discuté une surrénalectomie partielle afin d'éviter les
conséquences d'un traitement substitutif a vie d'une insuffisance surrénalienne. Cette attitude
expose toutefois a un risque important de récidive (17). En cas de facteur de risque de récidive
et/ou de malignité (&ge jeune, paragangliome, tumeurs multiples, taille importante, contexte
héréditaire), une surveillance a vie est nécessaire (1).

En cas de forme maligne, il n’existe malheureusement que peu de traitements, qui reposent
essentiellement sur la radiothérapie métabolique interne vectorisée ou la chimiothérapie
(temozolamide) (2). Des thérapies ciblées sont actuellement en cours d’évaluation, notamment
le sunitinib, un inhibiteur des récepteurs tyrosine-kinase, dans un essai multicentrique FIRST-
MAPP (18).



11/ Place de la TEP & la *F-FDOPA dans la prise en
charge des phéochromocytomes et des paragangliomes

Principe de la TEP a la **F-FDOPA

La Tomographie par Emission de Positons (TEP) est une technique d’imagerie par

émission apparue a la fin des années 1970. Son principe général consiste a injecter a un patient
une molécule préalablement marquée a I’aide d’un radioélément pour en rendre possible sa
détection et ainsi permettre I’étude de sa distribution dans le corps humain en général et dans
certains organes en particulier. Cette techniqgue a par la suite été associée a la
tomodensitométrie, combinant ainsi une technique d’imagerie fonctionnelle a une technique
d’imagerie morphologique, combinaison désignée par I’acronyme de TEP/TDM. La TEP/TDM
permet donc d’obtenir des images dites de fusion dans lesquelles on superpose la distribution
du radiotraceur a un endroit donné avec une image de la morphologie au méme endroit.
De maniére simplifiée, la réalisation d'un examen TEP passe par ces étapes : la production de
I'isotope dans un cyclotron ou a I'aide d'un générateur, la synthése de la molécule, I'injection du
radiotraceur, la détection des rayonnements gamma, la reconstruction tomographique et de
nombreuses corrections permettant d'obtenir une image représentative au sein du patient et de
permettre une quantification de ce radiotraceur par un outil appelé Standardized Uptake Value
ou SUV (19).

La 6-fluoro-(18F)-L-DOPA, appelée Fluorodopa est un analogue de la DOPA
(dihydrophénylalanine) qui cible le métabolisme des catécholamines (20). La Fluorodopa rentre
dans la cellule par les transporteurs d'acides aminés, LAT1 et 2 (large amino acid transporter).
Une fois dans la cellule, elle subit une décarboxylation par AADC (Aromatic L-Amino-Acid
Decarboxylase) et se transforme en *|F-FDA qui est transportée par VMAT (Vesicular
Monoamine Transporters) du cytoplasme aux granules de sécrétion ou elle sera stockée.
L'isotope est le Fluor (**F) qui décroit en Oxygéne (**0) stable, avec une période de 110
minutes, en émettant un positon d’énergie maximale 634 keV, suivi d’un rayonnement
photonique d’annihilation de 511 keV.

Indication de la TEP a la **F-FDOPA en endocrinologie

Actuellement, la TEP a la *®F-FDOPA est utilisée soit en endocrinologie, notamment 1’onco-
endocrinologie soit en neurologie (gliomes de haut grade, syndrome parkinsonien). D’aprés la
Société Francaise de Médecine Nucléaire, les indications en endocrinologie sont les suivantes:



Paragangliomes et phéochromocytomes : Diagnostic et localisation
(sauf en cas de mutations SDHX) Stadification,
Détection de récidive ou de maladie résiduelle

Tumeurs carcinoides bien différentiées : Identification de la tumeur primitive,
Stadification de la tumeur,
Evolution de la maladie aprés surveillance /

traitement
Hyperinsulinisme congénital : Distinction entre une forme diffuse d’une forme
localisée
Hyperinsulinisme chez les adultes : Diagnostic et localisation d’un insulinome en cas
d’imagerie conventionnelle négative
TNE pancréatique (en dehors de Indentification d’une tumeur primitive en cas
I’insulinome) : d’imagerie des récepteurs SST négative,
Stadification,
Suivi
Carcinome médullaire de la thyroide : Recherche d’une récidive ou d’une maladie résiduelle

en cas d’élévation sérique de la calcitonine.

Protocole d’acquisition d’une TEP a la **F-FDOPA

Chez I’adulte, la posologie recommandée est de 4 MBqg/kg. En théorie, un jelne
protéique est requis pour éviter la compétition éventuelle entre les acides aminés apportés par
I’alimentation et I’acide aminé administré (13).

Les images sont faites 60 minutes apres I’injection. 1l est possible de réaliser des acquisitions 5
a 10 minutes aprés I’injection, pour une durée de 10 a 15 minutes, en particulier dans la
recherche de récidive de carcinomes médullaires de la thyroide, qui capte le radiotraceur tres
précocement puis I’élimine rapidement (21).

La Carbidopa est une catécholamine qui inhibe la DOPA carboxylase qui convertit la L-DOPA
en dopamine. Elle augmenterait la biodisponibilitt du radiotraceur dans les
phéochromocytomes et les paragangliomes, en augmentant le rapport signal sur bruit, mais son
utilisation n’est pas consensuelle (13, 22).




Répartition physiologique et quantification de la **F-FDOPA

L’accumulation du radiotraceur est physiologique au sein du striatum, du pancréas, des
voies biliaires et en particulier de la vésicule biliaire, du duodénum, des reins et des voies
urinaires (élimination rénale) et modérée au sein des surrénales et tres modérée au niveau du
foie (figure 6).

Les faux positifs peuvent étre soit en rapport avec d’autres tumeurs neuroendocrines soit étre
retrouvés, de maniere rare, dans des processus inflammatoires non spécifiques (pneumonie, en
post-opératoire) puisque des transporteurs des acides aminés sont aussi présents dans des
macrophages.

Des faux négatifs sont retrouvés en cas de petites Iésions ou de mutations SDHX, sans que le
mécanisme physiopathologique ne soit clairement établi (23).
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Figure 6 : Répartition physiologique de la 18F-FDOPA dans I’organisme. D’apres sfmn.org.

Par analogie avec le **FDG, une quantification du radiotraceur est possible grace a la
mesure du SUV (Standardized Uptake Value) qui est défini par le rapport de I'activité mesurée
dans le tissu considéré (en kBg/mL) sur une référence constituée par le rapport de I'activité
injectée au patient (en kBq), sur son volume (mL). Cette référence représente l'activité par mL
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qui aurait été trouvée si le radiopharmaceutique était réparti de maniére homogéne dans
I'organisme. Le probleme de la détermination du volume est simplifié en estimant que le patient
possede sur sa globalité une densité hydrique, et donc une masse volumique de 1 g/mL. Le SUV
est alors calculé, en substituant le volume du patient par le poids de ce dernier (24).

SUV= Fixation dans le tissu considéré (KBg/mL)
Activité injectée au patient (KBg)/Poids du patient (g)

En pratique, un SUV égal a 1 signifie que la fixation au sein de la région d'intérét considérée
est égale a la dilution volumique supposé uniforme du traceur au sein du "volume-patient"
(absence d'hypermétabolisme). Un SUV égal a 10 signifie que la concentration de radioactivité
au niveau de la région d'intérét est alors 10 fois plus élevée que si le traceur était uniformément
réparti dans l'organisme.

La mesure du SUV consiste a déterminer une région d’intérét (ROI) sur la lésion ou I’organe
exploré, sur plusieurs coupes et de relever la valeur maximale, appelée le SUV max ou la valeur
moyenne, appelée SUVmoyen ou SUVmean. La valeur de SUV au niveau du foie sert de
référence et les rapports entre le SUV moyen (ou SUV max) de la lésion et le SUV moyen (ou
SUV max) du foie sont également utilisés en pratique courante.

Le volume tumoral métabolique total (ou metabolic burden, MB) est calculé comme le produit
du volume tumoral par le SUVmoyen et refléete I’activité métabolique de I’ensemble de la
tumeur (25).

Apport de la TEP & la F-FDOPA dans le diagnostic des
phéochromocytomes et des paragangliomes

L’imagerie fonctionnelle se doit de confirmer ou d’éliminer un PPGL, de définir son
extension ainsi que le nombre de lésions et enfin de rechercher des localisations secondaires
(Figure 7).

Dans une méta-analyse récente de 11 études (275 patients), la sensibilité et la spécificité de la
TEP & 8 F-FDOPA pour détecter les PPGL étaient de 79% % (IC95% :76-81%) et de 95%
(1C95% 84-99%) respectivement (26). Les facteurs influengant le plus significativement la
détection des PPGL avec une TEP & la ®F-FDOPA étaient la localisation et le statut génétique.
Un avantage spécifique de cette imagerie sur d’autres traceurs et notamment le %Ga-
DOTATATE, est son absence d’accumulation physiologique dans les glandes surrénales, ce
qui est particulierement intéressant chez les patients avec une Néoplasie Endocrinienne
Multiple (NEM2) pour le diagnostic de petits phéochromocytomes souvent bilatéraux (27).
Cette imagerie permet également de détecter des reliquats de carcinomes médullaires de la
thyroide chez les patients NEM2 ou encore des tumeurs neuroendocrines pancréatiques chez
les patients porteurs d’une maladie de VVon Hippel Lindau (13).
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Plusieurs études ont démontré que la TEP a la *®F-FDOPA est un excellent premier examen
d’imagerie dans les paragangliomes de la téte et du cou avec une sensibilité avoisinant 100%
(28, 29). Elle est capable de détecter les lésions jugulaires occultes en imagerie conventionnelle
grace a la haute avidité des paragangliomes de la téte et du cou pour la *F-FDOPA et &
I’absence de captation physiologique du traceur dans les structures adjacentes (rapport signal
sur bruit) (30).

Dans les maladies métastatiques, la TEP & la ®F-FDOPA a une meilleure sensibilité en cas
d’absence du mutation SDHB (sensibilité de 93% contre 20% en cas de mutation SDHB) (27).
La TEP & la *®F-FDOPA est donc une imagerie de choix en absence de mutation SDHB ou en
cas de statut génétique inconnu (13).

Spin: 0
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Figure 7 : Exemple de phéochromocytome droit intensément hypermétabolique en TEP & la **F-FDOPA.
A noter, la fixation physiologique des reins, du pancréas, de la vésicule biliaire et du foie.

Sécrétion de catécholamines et intensité de captation de la °F-
FDOPA : une corrélation ?

Le traceur ®F-FDOPA est métabolisé de la méme maniére que les précurseurs des
catécholamines et cela jusqu’au processus d’exocytose (31). De plus, il a déja été démontré
dans les tumeurs carcinoides que la sécrétion de sérotonine était corrélée avec le volume
tumoral métabolique total (32). Il n’est donc pas illogique d’émettre I’hypothése que la
sécrétion de catécholamines pourrait, elle aussi, étre corrélée a la captation de **F-FDOPA.
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D’un point de vue clinique, il n’existe que peu de données souvent contradictoires, concernant
la quantification de la captation de ce traceur (SUV ou volume tumoral métabolique total) et sa
corrélation avec la sécrétion de catécholamines (33, 34, 35). Il n’y a également pas, a notre
connaissance, d’étude qui a tenté de mettre en évidence une corrélation entre la captation de F-

FDOPA et la sécrétion de catécholamines in vitro.
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11/ L’ampérometrie a fibre de carbone : une
technique pour evaluer la secrétion
catéecholaminergique des cellules chromaffines in
vitro.

L’ampérométrie est une méthode électrochimique qui permet d’enregistrer les
évenements d’exocytose sur une cellule unique et est basée sur I’oxydation des produits de
sécrétion (les catécholamines) au contact d’une microélectrode placée au voisinage d’une
cellule sécrétrice. L oxydation des produits de sécrétion libére des électrons et crée ainsi un
courant électrique qui est enregistré puis analysé (36) (figure 8).

Figure 8 : Cellule étudiée au contact d’une pipette de stimulation (en blanc) et d’une microélectrode (en
noir) permettant I’oxydation des produits de sécrétion et la création d’un courant électrique.

Chaqgue pic ampérométrique représente I'exocytose d'un seul granule de sécrétion et plusieurs
parameétres peuvent étre calculés a partir de I'analyse de ces pics (figure 9). Les principaux
parameétres qui nous intéressent sont i) le nombre moyen de pics détectés par cellule qui refléte
le nombre d'événements d'exocytose et donc le degré d'activité sécrétrice des cellules. ii) la
charge (Q), calculée par I'aire sous la courbe du pic et qui refléte la quantité de catécholamines
libérées par un granule de sécrétion et iii) I’amplitude du pic (Imax) qui représente le flux
maximal de catécholamine libérées (36).

Cette technique électrophysiologique est particulierement sensible car elle permet d'une part de
mesurer précisément, a I’échelle unicellulaire, la quantité de catécholamines libérées, le nombre
d'évenements d'exocytose ainsi que la charge moyenne en catécholamines par granule.

Les enregistrements ampérométriques de la sécrétion induite par une stimulation nicotinique
sont effectués apres la culture de cellules chromaffines de phéochromocytomes humains qui est
réalisée directement apres I’exérese chirurgicale. Ces échantillons de phéochromocytomes ont
été fournis par le Pr Laurent Brunaud, chirurgien au CHU de Nancy et les enregistrements
ampérométriques ont été réalisés par I’équipe de recherche du Dr Gasman (UPR 3212) au sein
du I’Institut de Neurosciences Cellulaires et Intégratives de Strasbourg.
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Figure 9 : A : exemple de courant électrique recueilli aprés stimulation pendant 10 secondes d’une
cellule chromaffine. B : schéma d’un pic ampérométrique : la charge Q (pC) est calculée par I’aire sous
la courbe et refléte la quantité de catécholamines libérées par un granule de sécrétion ; I’amplitude du
pic Imax (pA) représente le flux maximal de catécholamines libérées par un granule.
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But de I’étude

La TEP & la ®F-FDOPA est actuellement un examen de choix dans la prise en charge du
phéochromocytome. Cependant, il existe des données divergentes concernant la corrélation
entre la mesure de la captation de **F-FDOPA et la sécrétion catécholaminergique. De plus il
n’existe pas, a notre connaissance, de données in vitro a ce sujet.

Le but de notre étude était donc d’étudier I’éventuelle corrélation entre la captation de ce
radiotraceur, en utilisant le SUV et le volume tumoral métabolique total, et la sécrétion
biologique de catécholamines chez 39 patients présentant un phéochromocytome confirmé
histologiquement. En parallele, nous avons effectué une analyse ampérométrique in vitro sur 5
de ces phéochromocytomes afin de déterminer si la quantité de catécholamines intra-vésiculaire
ou la dynamique de I’exocytose étaient liées & la captation de **F-FDOPA en TEP (Figure 10).
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Figure 10 : La TEP a la **F-FDOPA prédit-elle la sécrétion hormonale des phéochromocytomes ?
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Abstract (245 words)

Objective: 18F-FDOPA positron emission tomography/computed tomography (PET/CT) is a
sensitive nuclear imaging for the diagnosis of pheochromocytomas (PHEO). However, its
utility as a predictive factor of the secretion of catecholamines remains poorly studied. The
aim of our study was to evaluate the correlation between 18F-FDOPA PET/CT uptake and the
secretion of catecholamines.

Design and Methods: 39 histologically-confirmed PHEO were included in this retrospective
monocentric study. Patients underwent 18F-FDOPA PET/CT before surgery with evaluation
of several uptake parameters (SUVmax, SUVmean and the metabolic burden [MB]) and
measurement of plasma and/or urinary metanephrine (MN), normetanephrine (NM) and
chromogranine A (CGA). 35 patients were screened for germline mutations in RET, SDHx
and VHL genes. Once resected, primary cultures of 5 PHEO were used for real time
measurement of catecholamines release by amperometry.

Results: The MB of the PHEO positively correlated with 24-h urinary excretion of NM
(r=0.64, p<0.0001), MN (r=0.49, p=0.002), combined MN and NM (r=0.75, p<0,0001) and
eventually plasma free levels of NM (r=0.55 p=0.006). In mutated-patients (n=12) a similar
correlation was observed between the MB and the 24h-urinary combined MN and NM
(r=0.86, p=0.0012). A positive correlation was observed between the PHEO-to-liver SUVmax
ratio and the mean number of exocytic events of the corresponding PHEO cells, as recorded
during carbon fiber amperometry (p=0.01).

Conclusion: While the 18F-FDOPA PET/CT metabolic burden of PHEO strongly correlates
with the concentration of metanephrines, amperometric records suggest that the 18F-FDOPA

uptake could be enhanced by the overactivity of the catecholamines exocytosis.
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Introduction

Pheochromocytomas (PHEO) define tumors arising from secreting adreno-medullary
chromaffin cells that commonly produce one or more catecholamines whose degradation
results in the release of metanephrine (MN) and normetanephrine (NM) in the plasma.
Hypersecretion of catecholamines can cause sustained or paroxysmal elevations in blood
pressure, headaches, episodic profuse sweating, palpitations and ultimately be the cause of
severe cardiovascular morbidity (1, 2). Currently, nearly 40% of PHEO encountered in the
clinic can be associated with a syndrome of predisposition in which the tumors are likely
recurrent, multiple and/or metastatic (3).

Besides the hormonal evaluation, radiological and nuclear medicine imaging procedures are
required for the diagnosis of a PHEQO, including the search for metastasis. The 18F-FDOPA
positron emission tomography/computed tomography (18F-FDOPA PET/CT) has both high
sensitivity and specificity for the characterization of these tumors, especially in case of small
hereditary PHEO (4, 5). Principle of 18F-FDOPA PET/CT is based on the property of the
neuroendocrine tumor cells to uptake L-DOPA via the neutral amino acid transporter system
L (LAT1 or LAT2), to decarboxylate it into dopamine thanks to the amino acid decarboxylase
(AADC) and eventually store the amino acids (such as DOPA) and their biogenic amines in
vesicles (6). A recent study suggests a positive correlation between the intensity of the 18F-
FDOPA uptake in patients with PHEO and their respective level of urinary MN (7). However,
the relation between the 18F-FDOPA PET/CT uptake parameters and the cellular pattern of
catecholamines secretion in the corresponding tumors remains unexplored. A suitable
technique to investigate this question is the carbon fiber amperometry allowing the real time
measurement of catecholamines secretion at the level of one single cell (8).

Further information focusing on the potential correlation between 18F-FDOPA uptake and
tumor cell secretion could be of a great interest to optimize both the medical and surgical

approaches of these potentially life-threatening tumors.
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The aim of our study is therefore i/ to evaluate the relation between the 18F-FDOPA PET/CT
uptake and the secretion of catecholamines in patients with histologically-confirmed PHEO

and ii/ to compare, in a subgroup of PHEO, the characteristics of the 18F-FDOPA PET/CT

uptake with the profiles of tumor cell secretion recorded in vitro by carbon fiber amperometry.

Subjects and Methods

Patient population

The present study was approved by the Ethics Committee of the University Hospital of Nancy
(Nancy, France) and informed consent was obtained from each patient. This monocentric
retrospective study enrolled 39 patients with histologically confirmed PHEO operated
between January 2012 and June 2017 in the department of Endocrine surgery. Patients with
parasympatic paragangliomas were ruled out from the study because they usually do not
produce catecholamines. None of the patients had a metastatic PHEO at the time of the study.
All patients underwent 18F-FDOPA PET/CT at the time of initial diagnosis and a complete
endocrinological evaluation before surgery, including the measurement of plasma free MN
and NM (nmol/l) and/or urinary MN, NM and 3-methoxytyramine (nmol/24h) by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Chromogranine A (CGA) levels were assessed
by radio-immunoassay (CgA-RIA CT, Cis Bio International, Gif-sur-Yvette Cedex, France).

Upper limits of normal (ULN) of free MN and NM were 4,05 and 9,8 nmol/l in plasma and

1625 and 2620 nmol/24h in urine, respectively. Upper reference limit for CGA was 100 mg/L.

For the sake of consistency, we present the plasma free MN and NM as well as the urinary
MN and NM and the CGA measurements as ratios normalized by the ULN. MN and NM
ratios in plasma and urine were used to determine the catecholamine-secretion phenotype of
the PHEO as previously described by Eisenhofer and coll (9): in the adrenergic (AD)
phenotype, MN content exceeds 10% of the combined MN and NM contents, while

noradrenergic (NAD) phenotype tumors present an increase in MN content which remained
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below 10% of the combined MN and NM contents. A subset of tumors were defined as
poorly-secreting if the urinary MN and NM levels were below 2 ULN.

When there were available, genetic assessments for germline mutations in SDHB/D, VHL, and
RET were recorded.

Histopathological evaluation was ultimately considered as the gold standard for the diagnosis
of PHEO and included tumor size, proliferation index assessed by Ki67 labeling (using the

MIB-1 antibody) and the PASS score system as previously described by Thompson (10).

18F-FDOPA PET/CT acquisition protocol

Images were obtained using Biograph 6 true point (Siemens Medical Solution, Knoxville)
PET/CT scanner. Image acquisition was started 66 + 14min after the direct intravenous
injection of 300 = 80 MBq (4 MBqg/kg) of 18F-FDOPA. Neither carbidopa was used for
pretreatment nor fast was required before the images acquisition.

Heterogeneity of a lesion was defined during the CT scan procedure by the presence of

hemorrhagic and/or necrotic tissue.

Image analysis and quantification of 18F-FDOPA uptake

Quantitative parameters of 18F-FDOPA uptake were obtained using IntelliSpace Portal 6.4
ISP (Philipps) and included the different standardized uptake values (i.e. SUVmax, SUVmean,
lesion to liver SUVmax and lesion to liver SUVmean, respectively). All 18F-FDOPA PET/CT
scans were interpreted by the same physician. All of these values were obtained from the
volume of PHEO which was encompassed by an axial slice-by-slice approach. The SUV is
the ratio between the image-derived radioactivity concentration and the whole body
concentration of the injected radioactivity and was calculated as follows: SUV= radioactivity
concentration in a region of interest (KBg/mL) / (patient weight (g) / injected dose (KBQ)).
The highest SUV in all the tumor volume was defined as SUVmax whereas the average of

SUV was defined as SUVmean. A normal liver region was defined by drawing a region of
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interest to derive tumor-to-background ratios (PHEO to liver SUV) in order to facilitate
comparisons between patients.

Metabolic burden (MB) was determined to serve as an image-derived index for overall tumor
activity per patient, as previously described (11) and was calculate for each adrenal lesion as
follows: MB = SUVmean x tumor volume. If the patient had bilateral PHEO, the whole-body

MB was calculated as the sum of the MB of each lesion.

Primary culture of human pheochromocytomas

After resection, PHEO was cut longitudinally in two parts and a piece of the tumor zone
dissected and placed in the operating room in CMF HBSS (Hank’s balanced solution without
Ca’* and Mg®*: 0.3 mM NayHPO,, 4.1 mM NaHCO3, 0.4 mM KH,PO,, 138 mM NacCl, 5.3
mM KCI, 5.5 mM Glucose, 1.2 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 0.4 mM MgSQO,) supplemented
with 0.2 % fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin (PS). The tumor was cut
into small pieces (1 mm?®) before centrifugation at 250 x g for 5 minutes in complete RPMI
(RPMI, 15% FBS, 1% PS). Pellet was resuspended in complete RPMI and settled during 15
to 30 minutes at room temperature in order to eliminate blood cells and fat with the
supernatant. This step was repeated twice. Tumor pieces were washed in CMF HBSS,
centrifugated at 250 x g for 5 minutes then dissociated by 1.5 mg/ml of collagenase B (Roche)
with 1mg/ml of dispase 2 (Gibco) in HBSS during 45 minutes at 37 °C under moderate
agitation. After sedimentation, supernatant was recovered (fraction 1) and the pellet crushed
in CMF HBSS. After sedimentation, supernatant was recovered (fraction 2). Both fractions
were centrifugated 5 minutes at 800 x g at room temperature and resuspended into 3 mL of
complete RPMI. 300 pl of suspended cells were plated in poly-Lysin coated coverglass
(MatTek). Cells were then incubated at 37 °C in a water-saturated atmosphere with 5% CO,

and complete RPMI was added the following day.
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Carbon fiber amperometry

Only patients with sporadic PHEO and homogeneous lesions on the CT scan were included.
Two days after culture, chromaffin cells originated from PHEO were washed with Locke’s
solution (NaCl 140 mM ; KCI 4.7 mM ; CaCl, 2.5 mM ; KH,PO4 1.2 mM ; MgSO, 1.2
mM ; EDTA 0.01 mM; HEPES 15 mM ; glucose 11 mM, pH 7.5) and processed for
catecholamines release measurements by amperometry as previously described (12). Briefly,
a carbon fiber electrode of 5 pum diameter (ALA Scientific Instruments) was held at a
potential of + 650 mV compared with the reference electrode (Ag/AgCl) and approached
close to the cells. Secretion of catecholamines was induced by a 10 seconds pressure ejection
of 100 mM potassium (K+) solution from a micropipette positioned at 10 um from the cell
and recorded over 60 seconds. Amperometric recording were performed with an AMU130
amplifier (Radiometer Analytical), calibrated at 5 kHz, and digitally lowpass filtered at 1 kHz.
Analysis of amperometric recordings was performed as previously described with a macro
(laboratory of Dr. R. Borges; http://webpages.ull.es/users/rborges/) written for Igor software
(Wavemetrics), allowing automatic spike detection and extraction of spike parameters (13).
The spike parameters analysis was restricted to spikes with amplitudes higher than 5 pA The
number of amperometric spikes was counted as the total number of spikes with amplitude
greater than 5 pA within 60 seconds. We investigated the total number of spikes per cell
corresponding to the number of exocytotic events, the quantal size of individual spikes (Q)
corresponding to the spike area above the baseline which is proportional to the amount of
amines per granule and the spike amplitude (Imax) which correspond to the maximal flow of

catecholamines released per granule.

Statistical analysis

For statistical analysis, GraphPad Prism ® 7.0 (Graph-Pad Software, San Diego, Calif., USA)
was used. Data are reported as means £ SD or SEM. Comparative statistical evaluations

between groups (biological phenotype cluster or genotype cluster) were accomplished with
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Mann-Whitney test followed by Tukey’s tests for multiple post hoc comparisons. For
correlations between parameters of 18F-FDOPA uptake and biological measurements or
amperometry experiments, Spearman’s rank order was performed. A p value <0.05 was

considered to be significant for all tests.

Results

Overall patients characteristics

This study included 39 patients (17 males, 22 females, mean age 53 £ 15 yr) who had 41
histologically proven PHEO (2 patients had bilateral tumors). Hypertension was found in 24
patients (60%) at the time of diagnosis. Incidentaloma was the mode of presentation for 13
patients (22%), a proportion higher than the 5% reported in the literature (14). Biochemically,
an adrenergic secretion phenotype, according to Eisenhofer's criterias, was found in 26
patients (65%) who presented a mean urinary MN level 11-fold time above the ULN. The
remaining 13 patients had a biochemical phenotype in line with an oversecretion of
norepinephrine, as their mean level of urinary NM was 6-fold upper the normal limit value. In
total, 6 patients (15%) were considered as having poorly secreting-tumors, and only 2 patients
had an elevated level of urinary 3 orthomethyldopamine including one patient with a Von
Hippel Lindau (VHL) disease (Table 1).

A total of 35 patients have been screened for germline mutations and amongst them, 12 (34%)
carried mutations as follows: SDHD (n = 3), SDHB (n =2), NF1 (n=3), VHL (n=1) and
RET (n = 3). Half of them, had already been surgically-treated for others contralateral PHEO
or parasympathetic paragangliomas.

Finally, the median histopathological PASS score was 1 (range 0-4) with a median Ki67 of 2
(range 0-6) and a mean size of 45 + 2.6 cm (Table 1). While, there was no statistical
difference in tumor size between the adrenergic and noradrenergic phenotype subgroups,
PHEO had a significant lower size in the 12 patients with germline mutations compared to

their non-mutated counterparts (3.1 + 2.3cm vs 6.1 £ 2.9cm respectively, p=0.005).
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18F-FDOPA PET/CT and hormonal secretion data

The 18F-FDOPA PET/CT data were available in all patients. The mean SUVmax and
SUVmean of the lesions were 10.4 = 6.1 and 5 + 3.3 respectively. The mean tumor volume
was 69 + 101 cm® and the mean MB was 260 + 375 cm®. In order to evaluate the usefulness of
18F-FDOPA PET/CT in the determination of catecholamines secretion, we found a
statistically significant positive correlation between the MB of the tumor and the
corresponding level of 24h-urinary NM (r=0.64, p<0.0001, n=36, Figure 1A), MN (r=0.49,
p=0.002, n=35, Figure 1B) and combined MN and NM (r=0.75, p<0,0001, n=33, Figure 1C).
Similarly, a positive correlation was observed between the tumor MB and the concentrations
of plasma free NM (r=0.55 p=0.006, n=23, Figure 1D) and CGA (r=0.61, p=0.0005, n=28,
Figure 1E) but not with the plasma MN (r=0.11, p=0.6, n=22, data not shown).

In contrast, there was no correlation between the SUV characteristics of the PHEO (mean or
max SUVSs) and the corresponding concentrations of MN or NM either in the plasma or in the
24h-urinary sample (data not shown), except for the plasma levels of CGA for which a
positive correlation was observed with both the SUVmean and the SUVmax of the PHEO
(r=0.41, p=0.02 and r=0.55, p=0.0019 respectively, data not shown).

In addition, the six poorly-secreting PHEO showed a trend for both a lower MB (p=0.06) and
a lower size of the tumors (3.35 + 1.2cm vs 5.1 £ 0.4cm, p=0.07) compared to the secreting
PHEOQO.

A significant lower MB was observed in the 12 mutated-PHEO as compared to the sporadic
PHEO (87 + 109 vs. 385 = 494, p=0.008), mainly due to the fact that mutated-PHEO
displayed a lower size as compared to the non-mutated tumors (see earlier). Of note, the MB
of mutated-PHEO, even when they were smaller, positively correlated with the urinary levels
of MN (r=0.69, p=0.01, n=11, data not shown), NM (r=0.64, p = 0.03, n=11, data not shown)

and combined MN and NM (r=0.86, p=0.0012, n=10, Figure 1F).
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At the histopathological level, the PASS score and/or the Ki67 proliferation index of the
tumor did not correlate one way or another, with its corresponding 18F-FDOPA PET/CT
uptake parameters (data not shown).

In summary, we found a positive correlation between the MB of the PHEO as calculated by
the 18F-FDOPA PET/CT and their respective circulating (plasma) or excreting (urinary)
levels of MN and/or NM. We then wondered if, besides the concentration of metanephrines,
the pattern of catecholamines secretion as measured by amperometry could also influence the

18F-FDOPA PET/CT uptake by the tumor.

Amperometry analysis

Among our cohort samples, 5 freshly resected PHEO originating from 5 distinct patients (2
women and 3 men, all sporadic, 3 adrenergic (AD) and 2 noradrenergic (NAD) phenotypes)
were placed in primary culture in order to perform real-time single cell catecholamine
secretion measurement using carbon fiber amperometry (8). Tumor chromaffin cells were
stimulated with a depolarizing concentration of K* for 10 seconds and amperometric spikes
were measured over a period of 60 seconds. A representative amperometric trace recorded
from a chromaffin cell cultured from patient’s 2 PHEO is illustrated in Figure 2A. Each spike
represents a single granule fusion event with the surface area or quantal size (Q) being
proportional to the amount of catecholamines released per event, and the spike amplitude
value (Imax) the maximal flux of catecholamines (Figure 2B). Table 2 summarizes the 18F-
FDOPA PET/CT and the amperometric parameters for this subgroup of PHEO.

The mean number of spikes detected per cell was 24.7 £ 4.4, the mean area under the spike
trace (Q) was 0.83 £ 0.12 pC and mean Imax was 16 £ 2.0 pA. No correlation was found
between either the SUV or the MB of the tumor and the corresponding quantal size Q or the
spike height value Imax (data not shown), meaning that the amount of catecholamines stored
per secretory granules does not seem to influence the 18F-DOPA uptake of the tumor.

Interestingly, we found a strict positive correlation between the lesion SUVmax/liver
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SUVmax ratio and the number of spikes per cell obtained from the corresponding tumor (r=1,
p=0.01, Figure 2C) which suggest that the uptake amounts (as reflected by the SUVmax) is

related to the total number of exocytotic events.

Discussion

Nuclear medicine imaging modalities play a pivotal role in the management of patients with
adrenal lesions, especially PHEO (4). Over the past years, PET/CT exams have marked a step
forward regarding the localization, the relapse, as well as the aggressiveness of the disease.
Recent studies also suggest that PET/CT may, in certain circumstances, give information
about the functional status of an adrenal lesion, especially in case of cortisol-secreting lesions
(15).

In this study, we found a positive correlation between the 18F-FDOPA metabolic burden in a
series of 39 operated PHEO and the corresponding urinary and/or plasma concentrations of
metanephrines and normetanephrines. While only a few studies have been published on the
topic, some similar observations have been made by others in the past (7, 16, 17). However,
there is still no consensus concerning the best predictive uptake parameter of the 18F-FDOPA
PET/CT to use in clinical practice. Although Amodru and coll. recently showed that the SUV
max value of the PHEO correlates with the concentration of the circulating catecholamines
(7), Imani and coll. did not find statistically significant correlation between SUVmax of the
PHEO and the corresponding biochemical markers (17). This discrepancy could be due to the
SUVmax parameter itself, which is subject to many sources of variability that are not
controlled or even taken into account in most reported studies and reflects a single-pixel value
(18, 19). The synthesis of the catecholamines and their subsequent secretion in PHEO, albeit
heterogeneous, is likely to occur in all part of the tumor so that whether the SUVmax is a
reliable tool to predict the capacity the tumor has to secrete catecholamines is questionable.
Until now, the SUVmax has been mostly used to predict the malignancy or proliferative

activity (15, 20, 21) rather than the secreting-status of different types of tumors, including
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adrenal cortical tumors in which it strongly correlates with the definitive histopathological
Weiss score system (22).

Instead, our study shows that the MB of the PHEO, which takes into consideration both the
mean of the SUV and the volume of the lesion, properly estimates the concentration of
catecholamines released by the tumor. Accordingly, two previous studies identified a positive

correlation between the biochemical parameters of medullary thyroid carcinoma and carcinoid

tumors and the whole MB of the tumor as calculated during the 18F-FDOPA PET/CT (23, 24).

Using the MB as a predictor of catecholamines concentration is subject to the fact that the size
of the PHEO positively correlates with the concentration of normetanephrines and
metanephrines, as suggested in a previous study (25). As such, a trend for a lower MB was
observed in our subgroup of poorly secreting PHEO (defined by an intermediate secreting
status < 2ULN) compared to their secreting counterparts. While conducting this study, we
wondered if similar concentrations of MN and NM would be observed in a PHEO
alternatively secreting high amount of catecholamines followed by periods of quiescence (i.e
paroxysmal secretion) and in a PHEO which would permanently release moderate levels of
catecholamines. While biochemically it could lead to similar concentrations, a strong
difference remains in terms of pattern of secretion, and whether uptake of 18F-FDOPA could
be influenced by this pattern of secretion is currently unknown. This hypothesis prompted us
to compare, in the second part of this work, the 18F-FDOPA uptake parameters of 5 PHEO
with their respective capacity of secretion reflected by the number of exocytotic events
obtained after stimulation by amperometric recordings. Subsequently, we show here for the
first time, that a positive correlation exists between the PHEO-to-liver SUVmax ratio and the
mean number of spikes per cell recorded during the carbon fiber amperometry. Our result thus
suggest that the more important exocytic activity the PHEO has, the more uptake of 18F-
FDOPA occurs and leads to high SUVmax values. In contrast, no correlation was observed
between any of the amperometric parameters of the PHEO and its MB and several hypothesis

could be subsequently discussed. For instance, the MB reflects the metabolic activity of the
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lesion in its entirety, which means that the result obtained is the synthesis of poorly- as well as
highly-secreting PHEO cells. On the opposite, the amperometric experiments are conducted
in one single cell, being either a poorly-, an intermediate or a highly-secreting cell. This could
also be the reason why a positive correlation is rather observed with the SUVmax of the
PHEO as this parameter reflects a highly-active zone of the tumor where the cells uptake
important amount of 18F-FDOPA and therefore are likely to be all highly-secreting.
According to that point, it is therefore not surprising to observe that the MB, which represents
the whole uptake of the PHEO at the metabolic imaging level positively correlates with the
level of urinary/plasmatic catecholamines, which reflect the secreting activity of the entire
PHEO at the biological level.

Finally, our study has obvious inherent limitations due to its retrospective nature. In that
respect, we only included patients with well-characterized biological data and complete 18F-
FDOPA PET/CT reports. Because we included surgically-treated patients, meaning that a
majority of these patients should have been diagnosed with symptoms of catecholamines
hypersecretion, correlation might be slightly overestimated. However, an unexpected high
prevalence of incidental PHEO is noted in our series, at least higher than the one reported in
the literature. Also, the 18F-FDOPA PET/CT acquisitions over the study period have not been
performed according to a strict protocol as this is the case in prospective studies, and could
therefore be the source of bias of reproducibility. To avoid the maximum of variability
between the data, all of our 18F-FDOPA PET/CT scans were interpreted by the same
physician. Only sporadic pheochromocytomas were used in the amperometric analysis
because mutated PHEO don’t have the same pattern of 18F-FDOPA uptake (5). Nevertheless,
other experiments will have to be performed in this subgroup of patients to confirm or not
these data.

As summarizing conclusions, pheochromocytomas are life-threatening tumors which are
source of significant morbidities in clinical practice (26). Rather than the total amount of

catecholamines, it appears as critical to improve the understanding of the mechanisms

34



involved in the pattern of secretion displayed by the tumors, as the PHEO-induced cause of
mortality mainly occurs during adrenergic storm when the tumors suddenly release important
amount of catecholamines (27). While the MB as provided by the 18F-FDOPA PET/CT
correlates with the concentration of catecholamines, further investigations are needed to
specify if the SUVmax can be a reliable tool to predict the secretion pattern of the tumor, as

suggested by the amperometric experiments.
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Legends

Table 1: Clinical, biochemical and functional characteristics of the 39 patients with PHEO.
VHL: Von Hippel Lindau; NF1: Neurofibromatosis type 1; SDHx: Succinate
Deshydrogénase ; MN: metanephrine; NM: normetanephrine; CGA: chromogranin A ; ULN :

Upper Limit of Normal ; SUV : Standardized Uptake Value.

Figure 1: Correlation between the 18F-FDOPA PET/CT metabolic burden of the PHEO and
the respective ULN ratios of A, 24h-urinary NM B, 24h-urinary MN C, 24h-urinary
combined MN and NM, D, plasma free NM E, plasma Chromogranine A F, 24h-urinary
combined MN and NM in the subgroup of mutated pheochromocytomas (n = 11). For

correlation, Spearman’s rank order was performed.

Figure 2: A, Amperometric recording of catecholamines release after stimulation of one
chromaffin cell; B, Schematic representation of one amperometric spike. Each spike
represents a single granule fusion event with the surface area or quantal size (Q) being
proportional to the amount of catecholamine released per event, and the spike height value
(Imax) the maximal flux of catecholamines; C, Correlation between the mean number of
spikes recorded by amperometry in primary culture of 5 pheochromocytomas and their
corresponding lesion-to-liver SUVmax ratio. For correlation, Spearman’s rank order was

performed.

Table 2: Clinical, functional and amperometric characteristics of 5 primary cultures of human
pheochromocytomas.

SUV: Standardized Uptake Value
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Clinical Characteristics (n=39)

Mean Age £ SD (years) 53+ 15
Female 22 (56%)
Presentation
Incidentaloma 13 (22%)
HTA 24 (60%)
Tumoral syndrome 11 (27%)

Paraclinical Characteristics (n=39)

Germline mutations 12/35
RET 3
VHL 1
NF1 3
SDHB 2
SDHD 3

Biochemical Analysis (mean £ SD)

Adrenergic / Noradrenergic phenotype n=26/n=13
Total urinary MN and NM, ULN ratio (n = 34) 6.3+6.6
Urinary MN, ULN ratio (n = 37) 75+11.7
Urinary NM, mean ULN ratio (n = 37) 6.8 +6.8
Urinary 3-methoxytyramine, ULN ratio (n = 22) 1.16 £0.72
Plasma-free MN, ULN ratio (n = 22) 55+8.1
Plasma-free NM, ULN ratio (n =23) 56+6.1
CGA (mg/L) (n =30) 345 + 443

F_.FDOPA PET/CT uptake parameters (mean # SD)

SUV mean 8.9+5.0
SUV max 104 +6.1
Metabolic Burden (cm®) 260 + 375

Histology
Size (cm) mean + SD 45126
Bilateral tumor 2 (5%)
Metastatic tumor 0
Mean PASS score (range) 1 (0-4)
Mean Ki67 (range) 2 (0-6)

Table 1
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PARTIE I

DISCUSSION



La médecine nucléaire exerce un rdle prépondérant dans la pratique quotidienne de
I’endocrinologie, notamment dans les pathologies surrénaliennes telles que le
phéochromocytome (PHEO).

Au travers de notre étude, nous avons cherché a déterminer si la captation d’un radiotraceur, la
E_FDOPA, pouvait étre liée & la sécrétion de catécholamines de ces tumeurs. En effet, d’un
point de vue physiopathologique, cette hypothése est cohérente puisque la **F-FDOPA, tout
comme la DOPA endogene, s’accumule dans les granules de sécrétion des cellules
chromaffines, avant le relargage dans la circulation sanguine via un processus d’exocytose
vesiculaire.

Pour ce faire, nous avons d’une part étudié les paramétres de captation de la **F-FDOPA usuels,
a savoir les SUVs et leurs ratios par rapport au foie et d’autre part le volume tumoral
métabolique total qui est le produit du SUVmoyen de I’ensemble de la Iésion par le volume
tumoral. Sur les 39 patients étudiés, nous avons pu mettre en évidence une corrélation
significative entre le volume tumoral métabolique total et les différents parametres biologiques,
a savoir les taux urinaires de métanéphrine (MN) et normétanéphrine (NM) combinées, les MN
et NM urinaires, ainsi que la NM plasmatique et le taux de CGA. Ces corrélations, exceptée
celle de la CGA, n’étaient pas retrouvées avec les parametres SUVs.

Bien que peu d'autres études ne se soient intéressées a ce sujet jusqu'a présent, certaines
observations similaires ont été faites par d'autres auteurs dans le passé (1, 2, 3). A I'heure
actuelle, il existe encore une source d'incertitude quant au meilleur parametre prédictif reflétant
la captation de la ®F-FDOPA & utiliser en pratique clinique. Bien qu‘Amodru et coll. aient
récemment démontré que le SUVmax du PHEO était corrélé a la concentration de
catécholamines circulantes (1), une autre étude menée par Imani et coll. n’a pas trouvé de
corrélation statistiguement significative entre le SUVmax et les marqueurs biochimiques
correspondants (2).

Ces différences pourraient s’expliquer par le paramétre méme du SUVmax, qui est sujet a de
nombreuses sources de variabilité qui ne sont pas contrdlées et qui reflete la valeur d'un seul
pixel et non d’un volume tumoral comme c’est le cas du volume tumoral métabolique total (4).
Jusqu'a présent, le SUVmax était principalement utilisé en TEP au ®F-FDG pour prédire
I'activité proliférative et la malignité de différents types de tumeurs (5, 6, 7), y compris les
tumeurs corticosurrénaliennes, dans lesquelles il est fortement corrélé avec le score
histopathologique de Weiss (8). 11 est également établi que la captation en TEP & la **F-FDOPA
est corrélée au grade tumoral et a la prolifération dans les gliomes (9). Dans notre étude, nous
n’avons pas retrouvé de corrélation entre le score histopathologique (PASS) ou I’indice de
prolifération ki67 et les paramétres de captation de la **F-FDOPA. Les phéochromocytomes
sont cependant des tumeurs trés peu prolifératives et il est a noter que notre recueil ne
comportait aucun PHEO malin.

Au contraire, notre étude démontre que le volume tumoral métabolique total, qui prend en
considération a la fois le SUVmoyen et le volume de la lésion, estime correctement la
concentration de catécholamines sécrétées par la tumeur. Au méme titre, deux études
antérieures ont retrouvé une corrélation positive entre les parameétres biochimiques du
carcinome médullaire de la thyroide ou de tumeurs carcinoides (calcitonine et sérotonine
respectivement) et le volume tumoral métabolique total en TEP a la *®F-FDOPA (10, 11).
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L'utilisation du volume tumoral métabolique total comme parametre prédictif de la sécrétion de
catécholamines est induite par une corrélation positive entre la taille de la lésion et la
concentration de MN et NM circulantes (12). Par conséquent, une tendance a un volume
tumoral métabolique total plus faible a été observée dans notre sous-groupe de
phéochromocytomes faiblement sécréteurs (défini par une sécrétion a moins de deux fois la
limite supérieure de la normale) par rapport au reste des phéochromocytomes. Le volume
tumoral métabolique total peut également étre utile dans les PHEO déterminés génétiquement
puisque nous avons retrouvé dans cette sous-population une corrélation significative entre ce
parameétre et le taux de MN et NM combinées.

Afin de caractériser au mieux le profil de captation de la **F-FDOPA en fonction de la
sécrétion, nous avons dans la deuxieme partie de ce travail étudié la sécrétion de cing tumeurs
a I’échelle unicellulaire en utilisant I’ampérométrie a fibre de carbone. Nous nous sommes
intéressés aux différents paramétres mesurables par cette technique, notamment le nombre de
pics ampérométriques représentant le nombre d’événements d’exocytose pour une cellule.
Nous avons également étudié la charge Q qui représente I’aire sous le pic et donc le taux de
catécholamines libérées lors d’un évéenement d’exocytose ainsi que I’amplitude Imax de chaque
pic qui représente le flux de catécholamines libérées par un granule (13). Nos expériences ont
permis de montrer pour la premiére fois qu'il existe une corrélation positive entre le rapport
SUVmax PHEO / SUVmax hépatique et le nombre moyen de pics par cellule enregistrés. Au
contraire, aucune corrélation n'est observée avec le volume tumoral métabolique total. Une
explication plausible serait que plus l'activité d’exocytose du phéochromocytome est élevée,
plus celui-ci est susceptible de capter le radiotraceur et plus la valeur de SUVmax est élevée.
L'absence de corrélation avec le volume tumoral métabolique total n’est pas encore résolue.
Une hypothése pourrait étre que le volume tumoral métabolique total reflete I'activité
métabolique de la Iésion dans son ensemble, ce qui signifie que le résultat obtenu est la somme
de cellules peu ou trés sécrétantes. A l'inverse, les expériences ampérométriques sont réalisées
sur une cellule unique, qu'il s'agisse d'une cellule peu, moyennement ou hautement sécrétante.
Cela pourrait étre la raison pour laquelle une corrélation positive est plutdt observée avec le
SUVmax du PHEO car ce paramétre reflete une zone hautement active de la tumeur ou les
cellules captent une quantité importante de *F-FDOPA.

Notre étude comporte des limites inhérentes évidentes en raison de sa nature
rétrospective. Les acquisitions de TEP/TDM & la **F-FDOPA au cours de la période d'étude
n'ont pas été effectuées selon un protocole strict comme c'est le cas dans les études prospectives
et pourraient donc étre la source d'un biais de reproductibilité. Afin de limiter ce biais, nous
n'avons inclus que des patients ayant des données biologiques et radiologiques bien
caractérisées. Enfin, nous avons choisi de n’étudier que des phéochromocytomes sporadiques
en analyse ampérométrique car il est bien connu maintenant que certaines formes génétiques,
notamment les formes SDHXx, captent différemment le radiotraceur (14). Il sera cependant
nécessaire d’effectuer ces analyses sur des tumeurs génétiqguement déterminées, afin d’établir
s’il existe également une corrélation dans ces sous-types.

En conclusion, ce travail collaboratif nous a permis de démontrer que le volume tumoral
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métabolique total déterminé en TEP & la ®F-FDOPA était un bon outil pour évaluer la sécrétion
catécholaminergique des phéochromocytomes. Les analyses ampérométriques suggerent quant
a elles que I’hypercaptation de radiotraceur pourrait étre liée a la capacité qu’a la tumeur a
relarguer ces hormones par le biais de I’exocytose vésiculaire. Des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour déterminer si le SUVmax pourrait étre un outil fiable pour prédire le profil
de sécrétion de la tumeur, comme le suggérent les expériences ampérométriques.
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RESUME DE LA THESE

Introduction : Le phéochromocytome (PHEO) est une tumeur neuroendocrine rare dont
I’hypersécrétion de catécholamines peut entrainer une morbidité importante par le biais des
complications cardiovasculaires qu’elle engendre. La tomographie par émission de positons couplée
au scanner (TEP/TDM) a la *®F-FDOPA est un examen trés sensible pour diagnostiquer ces tumeurs.
Cependant son utilité en tant que facteur prédictif de la sécrétion hormonale des PHEO n’a été que
trés peu étudié.

Matériels et méthodes : Nous avons réalisé une étude monocentrique rétrospective incluant 39
patients atteints d’'un phéochromocytome confirmé histologiquement. Ces patients ont bénéficié
en pré-opératoire d’une évaluation endocrinologique (évaluation clinique et génétique, dosage des
métanéphrines (MN) et normétanéphrines (NM) urinaires sur 24 heures et/ou plasmatiques et de
la Chromogranine A (CGA)) et d’une TEP a la "®F-FDOPA avec détermination du SUVmax (maximal
Standardized Uptake Values), SUVmoyen et des ratios SUVmax PHEO / SUVmax hépatique et
SUVmoyen PHEO / SUVmoyen hépatique. Le volume tumoral métabolique total (MB) était
déterminé par MB= SUVmoyen x volume tumoral. Parallélement, une analyse fine de I'exocytose en
temps réel par ampérométrie a fibre de carbone a été réalisée sur cing cultures cellulaires de
phéochromocytomes humains. Le nombre de pics par cellule représentant le nombre d’évenements
d’exocytose a été quantifié.

Résultats : Le MB est corrélé aux taux urinaires de MN et NM combinées (r=0.75, p<0,0001, n=33),
aux taux de NM urinaires (r=0.64, p<0.0001, n=36) et de MN urinaires (r=0.49, p=0.002, n=35) ainsi
gu’aux taux de NM plasmatiques (r=0.55 p=0.006, n=23) et de CGA (r=0.61, p=0.0005, n=28). Les
parameétres SUVs (SUVmoyen, SUVmax) sont quant a eux uniquement corrélés avec la CGA (r=0.41,
p=0,02 et r=0.55, p=0.0019 respectivement). La captation de *®F-FDOPA des phéochromocytomes
mutés déterminée par le MB reste corrélée aux taux de MN et NM combinées (r=0.86, p=0.0012,
n=10). En analyse ampérométrique, une corrélation positive est observée entre le ratio SUVmax
PHEO / SUVmax hépatique et le nombre de pics par cellule obtenu pour chaque tumeur (r=1,
p=0,01).

Conclusion : Le MB est un outil important pour la détermination de la sécrétion hormonale des
phéochromocytomes en TEP/TDM. L’augmentation de I'activité de I’exocytose au niveau cellulaire
semble favoriser la captation de *®F-FDOPA.

TITRE EN ANGLAIS : DOES ®F-FDOPA POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY
PREDICT THE HORMONAL SECRETION OF PHEOCHROMOCYTOMAS ?
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