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Résumé

L’angiogenése, définie comme la mise en place dionveau réseau vasculaire a partir de
vaisseaux préexistants, est un processus indidgenaala croissance tumorale. Parmi les
stratégies ayant pour but d’empécher ou de ral¢atigiogenése tumorale, celles ayant
recours aux technologies de '’ADN recombinant siatplus en plus employées dans des
essais précliniques. Nous avons réalisé une étoparative de 'action antiangiogénique
des génes de I'endostatine et de la troponine kuataisein vitro etin vivo; les séquences
codantes sont complexés a des liposomes cationiuksoplexes/pSecEndo et pSecTnlTag.
Nous avons montrié vitro que les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnlITag indutemaniére
spécifique un retard de croissance et une apopmtesecellules endothélialeB vivo, les
lipoplexes sont administrés a des rats porteurs dstéosarcome. Sur ce modéle tumoral
orthotopique, nous avons constaté l'inefficacitdal@nl a induire un retard de la croissance
de la tumeur. Le fait majeur mis en évidence sumé&me modele, est I'efficacité de la
thérapie génique utilisant I'endostatine. En effeiministration par voie intraveineuse des
lipoplexes/pSecEndo entraine une diminution de dacularisation et de la croissance

tumorales, et prévient la dissémination métastatiqu

Mots clés:

ostéosarcome

- thérapie génique antiangiogénique
- liposomes cationiques

- endostatine

- troponine |
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Abstract :

Application of a non viral antiangiogenic gene #y@r strategy on a

orthotopic osteosarcoma model grafted on immunoebem rats

Angiogenesis, or the formation of a new vasculawne from a preexisting one, is an
essential step for tumor growth. Among the antiaggnic therapies, those using the using
recombinant DNA have become more and more usededipical trials. In this study, we
perfomed arn vitro andin vivo comparative study regarding the antiangiogeniwiagtof

the endostatin and the muscular troponin | gene. ddding sequences were complexed to
cationic liposomes ; the resulting lipoplexes weamned lipoplexe pSecEndo and lipoplexe
pSecTnlTag.In vitro we showed that both lipoplexe pSecEndo and pSd@bnican
specifically induce growth inhibition and apoptosisendothelial cells. The lipoplexes were
testedin vivo on a rat osteosarcoma model. In this model, tHeg&€ne was unable to induce
tumor growth delay. Thé vivo most important result is the efficiency of the geherapy
strategy using the endostatin. The intravenous @dtration of pSecEndo lipoplexe induced
a regression of tumor vascular density, a tumowtrodelay and prevent the metastatic

spread.

Keywords :
- osteosarcoma

- antiangiogenic gene therapy
- cationic liposomes
- endostatin

- troponin |
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Zusammenfassung

Einer der haufigsten Tumoren des Skelettsystems bdsonders bei Jugendlichen
auftritt, ist das Osteosarcom. Es entwickelt sidinell und metastasiert im fortgeschrittenen
Stadium in die Lunge. Behandelt wird das Osteosaramormalerweise durch einen
chirurgischen Eingriff, der den Tumor entfernt. BhkelRend erfolgt fast immer eine
chemotherapeutische Behandlung meist mit Metho#tireoxorubicin aber auch Cisplatin,
zur vollstandigen Zerstérung noch vorhandener Tueltan. Haufig ist der Tumor aber
chemoresistent und reagiert auch nicht auf einah&intherapy. Besonders diese Tumoren
und auch solche, die nach einer Chemotherapieieegid konnten von einem neuartigen

anti-angiogenetischen Therapiekonzepte profitieren.

Eine anti-angiogenetische Therapie beruht auf denst@rung der Blutgefal3e des
Tumors, der dadurch von der Nahrungszufuhr abgésehnist und sich nicht weiter
entwickeln kann. Anders als bei herkdbmmlichen Tpema bei denen das
Chemotherapeutikum direkt auf die Tumorzelle erityiist hier die korpereigene, nicht
entartete proliferierende Endothelzellen die ZikdzeDeshalb sollte eine anti-angiogentische
Therapie unabhangig vom Tumortyp maoglich sein ugidd Resistenz entwickeln.

Das Prinzip der anti-angiogentischen Therapie wurdenehreren Maus Tumormodellen
bestétigt. Wird ein recombinantes Protein verwendiét es jedoch haufig Schwierigkeiten
dieses in ausreichender Menge und hohem Reinhaitdggrzustellen. Ein weiterer Nachteil
der anti-angiogenetischen Therapie mittels Preteiist die Lange der Behandlung bei
haufigen Injektionen. Die anti-angiogenetische tBerapie konnte diese Nachteile beheben

und auch die Wirkung von Strahlen und Chemothenagistarken.
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Das Ziel dieser Studie war es, die Wirkung eineti-amgiogenetischen nicht viralen
Gentherapie im Osteosarcom zu zeigen. Eine Ausagitwf andere solide Tumoren ware

maglich.

In dieser Studie wurden der anti-angiogenetischiekEfzweier Gene, Endostatin und
Troponin | (Tnl) untersucht. Endostatin ist ein RO groRes c-terminales Fragment des
Kollagen XVIII. Seine anti-angiogenetischen Eigdraften wurden zuerst von O’Reilly
beschrieben. In Tumormodellen in Nagern wurde sEii&ksamkeit gezeigt. Troponin | ist
eine Untereinheit des Troponin Komplexes, welchier Muskelkontraktion steuert. Moses

zeigte die ausgepragte spezifische Inhibition degidgenesén vitro undin vivo.

Um die anti-angiogenetischen Eigenschaften derepeiBaktoren zu zeigen wurden die
entsprechenden Gene zuerst in einen Expressionsvgi®ecTag2), der die Sekretion des
gebildeten Proteins erlaubt, kloniert. Die Plasmimurden in kationische Liposomen
verpackt (lipoplex/pSecEndo und lipoplex/pSecTn)Tagd in Zellkulturmodellen undn
vivo getestet.In vitro ergab sich eine spezifische Hemmung von EndothefzeEine
verstarkte Apoptoserate konnte nachgewiesen werden.

In vivo wurde ein transplantiertes orthotopes Osteosalcoder Ratte verwendet, welches
dem humanen Osteosarcom sehr ahnlich ist. Ersthemeise liel? sich das Wachstum durch
Gentherapie des Troponin I's nicht hemmen. Auchtehaie keinen Einfluss auf die
Gefalidichte im Tumor.

Eine Gentherapie unter Verwendung des Endostatirs Geigte jedoch Erfolg. Neben einer
Verlangsamung des Tumorwachstums konnte in eirfi@dien ein komplettes Verschwinden

des Tumors beobachtet werden. Das Hauptresultatbber das vollstandige Ausbleiben der
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Metastasierung in die Lunge, die bei allen Refetieren auftrat. Auch Mikro-Metastasen
lieBen sich nicht nachweisen. Eine Immunfarbungagigefertigten Tumorschnitte zeigte eine
deutliche Verminderung der Vaskularisation. JedbeR sich keine erhéhte Apoptoserate

nachweisen.

In dieser Studie wurde deutlich gezeigt, dass systemische Verwendung von Lipoplexen
mit einem Plasmid, das flr eine sekretierte ForsiEledostatin kodiert, zu einer Regression
des Tumors fihren kann und die Metastasierung desofs vollstandig verhindert. Diese

starke anti-Tumor Wirkung wird in weiteren Tumornetidn, auch mit unterschiedlichen

Entwicklungsformen des Tumors, bestétigt werdensmiiis

Die Endothelzell spezifische Wirkung der Lipoplexef das Tumorblutgefal3system wurde
durch einen nicht erhéhten Endostatin Level im Blbestatigt. Daher kann eine solche
intraventse applizierte Gentherapie das RisikoWigkung des Proteins auf andere Zellen

des Korpers vermindern.
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INTRODUCTION
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La croissance d’'une tumeur solide est fortemenedéante de la mise en place d’'un
réseau vasculaire adéquat, faisant de I'angiogeunesecible attractive pour de nouvelles
approches thérapeutiques. L’évolution des techmedogtilisant TADN recombinant et la
découverte des inhibiteurs endogénes de I'angiagenavrent la voie a la thérapie génique
antiangiogénique.

L’endostatine est un des inhibiteurs endogenesaigibgenése les mieux connus.
Cette protéine est générée par le clivage prdigaky du collagene XVIII. Présentée comme
'un des plus puissants inhibiteurs de I'angiogend'®ndostatine, est actuellement le seul
inhibiteur endogene de 'angiogenése a avoir idé&ps essais cliniques de phase |I. Utilisée
dans des approches de thérapie génique varieéesamable d’induire le ralentissement ou

I'inhibition de la croissance de divers modelesauanix, aussi biem vitro quin vivo.

Dans le travail que nous présentons, nous avonpam@nhe potentiel antiangiogénique
du géene de I'endostatine a celui de la troponineugculairein vitro etin vivo. L’action des
deux genes est évaluigevivo sur un ostéosarcome de rat greffé en positidrotopique qui
présente les mémes caractéristiques que I'osté@sarbumain. L'ostéosarcome, tumeur trés
vascularisée et résistante a de nombreux traitenadrniothérapeutiques, est le type méme

des tumeurs qui peuvent bénéficier des avantagkestdérapie génique antiangiogénique.

L’étude bibliographique de ce manuscrit fera lenpsur les principales stratégies de
thérapie génique actuellement évaluées en cangépl@appellera quels sont les traitements
conventionnels appliqués a l'ostéosarcome et tE@ilmécanisme de I'angiogenese et
stratégies antiangiogeniques. Apres avoir dévelometravaux portant sur I'évaluation de

I'action antiangiogénique de deux geénes, I'endosatt la troponine | dans le modele
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d’ostéosarcome de rat, nous discuterons les rés@igosés et évoquerons les perspectives

découlant de cette étude.
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|. Thérapie génique du cancer

| — 1. Généralités

La thérapie génigue consiste a introduire dans aetlelle cible un géne d'intérét
thérapeutique qui doit pallier un dysfonctionnemgénétique. En théorie, on distingue la
thérapie génigue germinale de la thérapie génigneatique. La premiére consiste en des
modifications irréversibles du génome par correctitune cellule germinale, entrainant une
transmission du nouveau caractére a la descend@et génothérapie est inapplicable a
I'hnomme pour des raisons techniques mais surtbiduits. La thérapie génique somatique
désigne la correction phénotypique d'un groupeilzéte déterminé et de sa descendance sans
toucher au patrimoine génétique constitutionnel.pgdint de vue éthique, cela correspond a
une greffe ou a une transplantation. Si la thérgpigique somatique apparait comme l'une
des voies prometteuses pour guérir ou préveniredaio nombre de maladies soit génétiques
soit acquises, y compris le cancer, son usage qgonplila modification du patrimoine
génétique de cellules vivantes, faisant resurgiidgue d’eugénisme. De plus, I'emploi de
vecteurs viraux pour le transfert de géne poseajdestions de sécurité, notamment relatives a
I'utilisation de séquences d’ADN virales qui pouers se recombinein vivo et engendrer
des particules virales pathogenes, ou générer degtions insertionnelles.

La mise en ceuvre de la thérapie génique n'a éttuecpossible que depuis quelques
années, grace au développement des nouvelles deelsnile 'ADN recombinant. L'essor de
la thérapie génique repose sur la mise au poinmnéthodes de transfert sires, efficaces,
capables d’amener le géne d'intérét dans la cetiible, et d’assurer une expression durable
de la protéine d'intérét.

Dans le domaine de la cancérologie, plusieurs app de thérapie génique sont

envisagées. Elles concernent I'immunothérapie, ddifitcation des fonctions des oncogénes
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et des anti-oncogénes, les genes de sensibilité prodrogue. Ces trois stratégies visent les
cellules tumorales ; une approche différente comsisbloquer le développement tumoral en
inhibant I'angiogenese tumorale. Ce sont ces difftas stratégies que nous allons envisager,
apres avoir présenté les méthodes de transfetegguelles les genes peuvent étre amenés a

la cellule cible.

| — 2. Méthodes de transfert des génes

Une des étapes importantes des protocoles basaseapproche de thérapie génique
est de faire pénétrer 'ADN a l'intérieur de laluel cible. Jusqu'a présent, de nombreux
systemes de transfert de géenes ont été testésme€wmdes doivent répondre a plusieurs
criteres de sécurité, et d'efficacité de transéectdes cellules cibles. Elles doivent étre
capables d’assurer une intensité et une stabilé&pcession des génes thérapeutiques.
L’évolution des connaissances des mécanismes aedlsl ainsi que les progrés des
technologies de 'ADN recombinant, ont permis denbceuses améliorations des techniques
de transfert de génes qui peuvent étre distingeéedeux catégories : celles utilisant des

vecteurs viraux et celles impliquant des vecteorsviraux.

| — 2 —1. Vecteurs de transfert viraux

| —2—1-1. Principe des vecteurs viraux
Les virus sont d’excellents moyens pour introdudte matériel génétique dans une
cellule. Les vecteurs viraux développés pour textsf les cellules sont principalement des
adénovirus et des rétrovirus recombinants.
Ces vecteurs ont en commun le principe d’actiosgm& sur la Figure Bl : les virus

rendus inaptes a la réplication infectent la cellaible, la transcription du gene d’intérét

s’effectue en détournant le métabolisme cellulaoepme pour un virus normal.
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La stratégie de construction de ces vecteurs viedwétroviraux est identique. Une
partie du génome essentielle est délétée a lacadipln virale et remplacée par la cassette
d’expression (géne d’'intérét avec son promoteunt titaille maximale est variable suivant
le vecteur viral considéré. Ces genes délétéspadsables a la production de particules
virales sont amenés dans la lignée cellulaire dipsiclation par un second vecteur.
L'utilisation de deux plasmides pour amener lesuséges nucléotidiques virales a pour but
d’éviter la recombinaison des séquences et la ptamude virus recombinants infectieux.
Les cellules d’encapsidation, génétiquement maekfigoermettent la production de virus
recombinants incapables de se propager en dehsrsetlales cibles qu’ils atteignent. Ces
dernieres, en effet, ne possedent pas le complérnrahggénomique nécessaire a la formation

de nouvelles particules virales.

Séquences virales intégrées dans
le génome des cellules
d’'encapsidatior

Geénes viraux apportés dans
les cellules par un second
vecteur

Cassette ;/’ /\,

d’expressior —LI'—‘l-—*—lJ—
T' = III| e Protéines virales - © O
| T - | . . .
Promoteur de L ) Particules virales vides
transcription viral Transcomplémentation | (aucun transcrit encapsidd

®@ & @

N
Vo

Particules virales défectives (&l @ &

|

Infection des cellules cibles

Figure B1 : Principe de la transfection utilisant s vecteurs viraux.
Fonctionnement d’'une cellule productrice de paltswirales défectives recombinantes.
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Les caractéristigues des principaux vecteurs viramployés actuellement sont
regroupées dans le tableau B1. Nous n’allons pasepter ici tous les vecteurs viraux, seuls

les rétrovirus, adénovirus et AAV (Adeno Associatais) seront évoqueés.
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Rétrovirus Lentivirus Adénovirus Adenovirus HSV
Associated virus
Type de virus ARN ARN ADN ADN ADN
Infection des
cellules quiescentes Non Oui Oui Oui Oui
Production a haut
titre + ++ ++++ + +++
Intégration dans le
génome cellulaire Oui Oui Non Oui Non
Longueur des
séquences intégrées 8 Kb 30 Kb 8 Kb 5Kb 30 Kb
Stabilité ++ ++ + ++ ++
Limite a leur emploi Insertion Insertion Stabilité moyenne Effet cytopathique Immonogénicité
mutationnelle mutationnelle Immonogénicité | Difficulté de régulation potentielle

Production de Pathogénicité potentielle de I'expression du

titres viraux élevée Risque de transgeéne

élevés difficile recombinaison avet

un virus sauvage

26

Tableau B1 : Caractéristiques des principaux vectas viraux utilisés pour le transfert de géne




| -2 -1 — 2. Vecteurs rétroviraux

Les rétrovirus sont des virus a ARN capables detégrer dans un génome hote,
modifiant définitivement la cellule. Le génome o#fral est composé de deux séquences
terminales, les LTR (Long Terminal Repeat) qui eneat trois cadres de lecture. Les LTR
ont un réle de promoteur de la transcription et s@tessaires a I'intégration provirale dans
I’ADN cellulaire. Entre les deux LTR, se trouveatlgénegagqui codent pour les protéines
de la capside et les protéines de la matrice, éaggpol qui codent pour une protéase, une
reverse transcriptase (RT) et une intégrase, éh ée8 génesenv qui sont a l'origine des
protéines d’enveloppe. La RT synthétise un ADN diedoin & partir de ’ARN.

Des protéines de la capside virale reconnaissentr@gepteurs a la surface de la
cellule cible, permettant la fusion des membranesdes bicouches lipidiques. Cette
reconnaissance définit le spectre d’action du weot@al car les glycoprotéines de la capside
virale reconnaissent des récepteurs qui sont spéeff d’espéces animales mais aussi de
types tissulaires. Une fois le matériel génétighéré dans le cytoplasme de la cellule hote,
l'activité RT est stimulée permettant le passag¢’AlRN a de ’ADN double brin. L’ADN
proviral est transporté dans le noyau et s’'insarplasieurs sites dans le génome de la cellule
héte. Le provirus se comporte alors comme un gehelaire avec transcription, assemblage,
maturation et relargage de particules rétrovirales.

L'utilisation des rétrovirus comme vecteurs de s$fart implique que ces virus soient
défectifs pour la réplication virale (Scharfmaginal, 1991 ; Tabiret al, 1982). Le vecteur
conserve les séquences régulatrices indispens@bl&y. Les génegag, pol,et env sont
délétés et remplacés par le gene d'intérét. Lesicpbs rétrovirales contenant 'ARN
d’intérét générées par les cellules d’encapsidasiont utilisées pour infecter des cellules
cibles. La possibilité de produire des vecteursodéps de rétrovirus recombinants

infectieux et le fait gu'ils soient non immunogenest permis de réaliser des essais
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thérapeutiques précoces (Carusioal, 1993). Cependant les limites d'utilisation de ce
systeme de transfert résident notamment dans teqtdils ne peuvent infecter que des
cellules en phase de division, que 'obtention @igantités de virus recombinants nécessaires
a des essais cliniques est difficile et colteusdldiMet al, 1990). Mais la restriction
principale a [l'utilisation clinique de ces vectewrst I'existence du risque de mutation
insertionnelle, que I'on ne peut plus aujourd’hi@r{\Woodset al,, 2003). Il est a noter qu’en
2003, tous les essais cliniques de thérapie génuglisant des rétrovirus ont d’ailleurs été

arrétés (Brenner et Malech, 2003).

Depuis quelques années, on se tourne vers l'didisades lentivirus, une famille
particuliere de rétrovirus, en tant que vecteurggdees. Contrairement aux rétrovirus, les
lentivirus, dont un représentant est le virus HNuhan Immunodeficiency Virus), sont
capables d’infecter les cellules quiescentes (Kefrial, 1997). Les vecteurs lentiviraux
développés ces dernieres années sont pour la téag@rivés du virus HIV-1. Le point
critique a leur développement réside dans la migeoint d’'un vecteur qui ne possede pas les
caractéristiques pathogéenes du lentivirus et né générer de virus recombinant tout en
conservant ses capacités de transfection et digtiég dans le génome des cellules
quiescentes. Les améliorations de ces vecteusns@ér étapes. On est parvenu a créer des
vecteurs dont les risques de recombinaisons sonitéd mais que I'on ne parvient pas a

produire en quantité importante (Gashal, 1999).

| -2 -1 - 3. Vecteurs adénoviraux

Les adénovirus sont des virus a ADN double brimt@irement aux rétrovirus, les
adénovirus peuvent infecter des cellules qui neégkquent pas. Le génome des adénovirus

est complexe, méme s'il ne comporte que deux régicodantes. Grace a un systeme
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d’épissage alternatif, ces régions codent pourpdetines exprimées de facon soit précoce
soit tardive au cours du cycle de réplication vital matériel génétique est contenu dans une
structure protéique, la capside. Les vecteurs adiéux sont capables dinfecter de
nombreux types cellulaires, qu’il s’agisse de defilquiescentes ou mitotiques (Ragbal,
1993). L'internalisation du virus dans la cellulble résulte de l'interaction de protéines de la
capside avec des intégrines de la membrane cediyparmettant 'endocytose des particules
dans la cellule. L'ADN est libéré a proximité duyaa, lors de la destruction de 'endosome
mais ne s’integre pas dans le génome de la celillegeste en position épisomale.
L’expression du transgéne est transitoire et qaditicularité peut s’avérer étre a la fois un
avantage et un inconvénient. La taille maximaldrdnsgene est réduite, de 7 a 8 Kb, ce qui
est un obstacle a l'utilisation de ces vecteursdahas applications de thérapie génique.

Dans les premieres générations de vecteurs adaogyides virus sont délétés
uniquement de leurs génes précoces. Ces vectaausgqoient une forte réponse immunitaire
en partie due a I'expression des protéines desoadéan et des particules virales elles-mémes
(Mah et al, 2002). Dans les vecteurs adénoviraux plus rédente la séquence codante est
délétée, seules les ITR (Inversed Terminal Repsa)} conservées (Green et Seymour,
2002). Ces vecteurs sont moins immunogéniquesratigiient de maintenir une expression
plus longue du transgéene.

Depuis quelques temps des études s’orientent @eraide au point de « vecteurs
hybrides » adénovirus-rétrovirus (Bilbabal, 1997). Le but de tels vecteurs est de dépasser
les limitations liées a chaque vecteur (transfectransitoire de I'adénovirus et infection de
cellules en division pour les rétrovirus) tout esmbinant leurs avantages : production de

titres viraux élevés des adénovirus, intégratiamsda génome de la cellule infectée.
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| -2 —-1-4. « Adeno Associated Virus » (AAV)

Le génome de ces virus est constitué par un sibmied’ADN d’environ 5 Kb dont
I'organisation génétique est simple puisqu’elle coenporte que deux cadres de lecture et
deux séquences inversées répétées (ITR). L'uidisatle ce type de vecteur est rendue
possible par la délétion de séquences impliquées l@aprocessus de réplication (Vinceht
al., 1997). La production de vecteurs AAV recombina¥tobtenue en cotransfectant, dans
une cellule préalablement infectée par un adénsyieuplasmide vecteur du gene d’intérét et
un plasmide apportant les séquences manquantee @ehnique de transfert permet
d’obtenir un fort pourcentage d’infection méme slas cellules ne se divisant pas. La
spécificité de lintégration des AAV dans le génorme la cellule cible au niveau du
chromosome 19 rapportée par plusieurs équipes mblseependant pas étre systématique
(Samulskiet al, 1991 ; Huseet al, 2002).

La non pathogénicité de ces vecteurs est un autyement en faveur de leur
utilisation pour les essais de thérapie génique dmen L’'évolution des méthodes de
purification permet maintenant d’obtenir de grandgmntités de vecteurs dépourvus de
contamination par les virus helper. Cependant fatdi majeure au développement de ce

vecteur reste la taille réduite de la cassetteptssion qui est de 4,5 Kb.

| — 2 — 2. Vecteurs de transfert non viraux

Les virus en tant que vecteurs de genes ont dedgramantages. lls permettent
d’obtenir un taux de transfection élevé des cdlldibles mais des risques subsistent quant a
la sécurité de leur utilisation. En paralléle desteurs viraux, les techniques de transfert non
virales se développent ; elles doivent possédecdeactéristiques avantageuses des vecteurs
viraux (taux de transfection élevé) tout en éliminkeurs limitations (taille du transgéne,

réaction immunitaire, risques d’insertion mutatieth).
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De nombreuses méthodes de transfert de géne ralasvont été décrites et testées,
allant de la transfection par de I'ADN nu a celtéisant des vecteurs lipidiques synthétiques.
Ces derniers sont de plus en plus utilisés dansedsais de thérapie génique car ils
représentent une alternative intéressante a l'udagevirus puisqu’ils ne font pas I'objet de
recombinaisons génétiques et possedent une refaitebonne efficacité de transfection. De
plus ils sont plus simples a produire que les westeviraux. Cependant I'inconvénient
principal des liposomes est quils ne permettentumuciblage tissulaire limité aprés
administration par voie intraveineuse. Les car&tiques et limitations de quelques

techniques de transfert non virales sont présenli#es le tableau B2.

ADN nu Electroporation Liposomes
Mode
d’expression Transitoire Stable Transitoire
Immunogénécité Non Non Faible
Intégration
dans le génome Non Non Non
Avantages pas de clonage de Transfection des Facilité de
’ADN dans un cellules quiescentes, production,
vecteur particulier pas de clonage de | Pas de limitation a I3
I’ADN dans un vecteuy  taille de TADN
particulier Bonne efficacité de
transfection
Limites Efficacité de Efficace dans certaing Ciblage tissulaire
transfection limitée tissus

Tableau B2 : caractéristiques des principaux vected non viraux utilisés dans les essais de

thérapie génique.

31



Nous n’évoquerons ici que les méthodes de trandéedenes les plus utilisées pour
les essais de thérapie géniguerivo. Une attention plus particuliere sera portée aenteurs

lipidiques, méthode de transfert de gene utilissgesdhotre travail qui nous parait d’avenir.

|-2—-2-1. ADN nu

Dans ce systeme, de I'ADN sous forme plasmidiquedi&ectement injecté dans le
tissu. Le plasmide peut atteindre le noyau de laleeou il est transcrit et permet une
expression transitoire de la protéine d’'intéréDN restant sous forme épisomale (Dagts
al., 1993). Cependant les cellules musculaires sernbten les seules capables d’absorber et
d’exprimer efficacement 'ADN plasmidique (Wolét al, 1992). Cette technique ne semble
pas suffisante pour corriger des anomalies géregiquais peut s’'avérer efficace lors d’'une
procédure de vaccination puisqu’un faible taux pression du transgene est suffisant pour
déclencher une réponse immunitaire (&tual, 1993). Ceci ouvre la voie a une nouvelle
stratégie d’immunisation par administration d’ADNi, nd’autant plus que présence des
séquences CpG non méthylées au niveau de '’ADNuitrpdr des bactéries est immunogéne

(Chenget al.,2002 ; Krieget al, 1995).

| -2 -2 — 2. Electroporation

Elle permet l'introduction de génes dans les cefiusous linfluence d'une breve
décharge électrique (Kaplan et Delpech, 1992). iliaption d’'un champ électrique a haute
tension au niveau de cellules en culture provoduevérture transitoire de pores dans la
membrane cellulaire et crée une force électropitpr@ét qui permet a '’ADN chargé
négativement d’entrer dans la cellule. Cette teplmide transfert est utilisée avec succes

depuis longtemps vitro pour transfecter aussi bien des cellules eucaryptesprocaryotes,
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et ce n'est que tres recemment que I'électroparai@té utilisée pour améliorer I'efficacité
de transfert d’ADN nun vivo (Wonget al, 1982 ; Titomirowet al, 1991).

Appliquéein vivo, cette technique présente certains avantagespaon aux vecteurs
viraux. Elle permet de transfecter des celluleesgentes et ne nécessite pas le clonage de
I’ADN dans un vecteur particulier et est d’utiligat simple.

L’application in vivo de I'électroporation n’en est qu’a son début, nlessrésultats
obtenus par certaines équipes semblent promettBmrseffet, lors d’'essais réalisés chez
I'animal mais aussi chez ’lhomme, un transfert daeg par €électroporation a été réalisé avec
une bonne efficacité dans divers tissus, tels gymeau, le cerveau, le muscle ou le cartilage
(Rols et al., 1998 ; Inoue et Krumlauf, 2001 ; Met al, 1999 ; Grossiret al, 2003). Le
résultat le plus intéressant a été obtenu lorséliectroporation du tissu musculaire ou une
expression stable et de haut niveau du transg@uoeétre mise en évidence méme si le géne
reste en position épisomale (Mat al, 1999). Si cette application ouvre de nouvelles
perspectives pour la thérapie génique ou les vactiADN, les protocoles appliqués doivent

encore étre optimisés et adaptés au type de fisleu c

| -2 -2 - 3. Liposomes

Les méthodes de transfert basées sur l'utilisad®iADN nu présentent des limites.
Dans l'organisme, I'ADN plasmidique est soumis & wlégradation rapide par action des
nucléases endogenes. Par ailleurs une macromolgolyl@nionique telle qu’'un plasmide ne
peut franchir facilement une membrane lipidique k= tétes polaires des lipides sont
globalement neutres ou négativement chargés. Ungratisation des charges négatives
portées par I'ADN est nécessaire pour qu'il puisasser la barriére lipidique. Tenant compte
de ces considérations et des risques liés a I'drdpkvirus en thérapie génique humaine, des

vecteurs de transfert synthétiques ont été misaant @t connaissent un grand essor. Un
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vecteur de transfert synthétique doit protégetdsmide de I'action des nucléases endogenes,
permettre une compaction de '’ADN et une neutribsade sa charge négative pour lui
faciliter le passage de la membrane cytoplasmigeg liposomes vecteurs formés a partir de
lipides synthétiques remplissent ces conditionfgy(tezet al, 1987 ; Felgner, 1995).

Les liposomes se présentent comme des vésiculesdésr d'une ou de plusieurs
bicouches de phospholipides possédant un compaitiaggieux. Les liposomes ne trouvent
pas leur utilité que dans la thérapie géniquepdisvent aussi contenir dans leur compartiment
aqueux ou dans leurs membranes lipidiques des noilegautres que 'ADN telles que des
composeés pharmacologiques, des protéines (Mayar 1989 ; Lee et Low, 1995 ; Kunstfeld
et al, 2003). Le principe de transfert de gene palipesomes repose sur la condensation de
'ADN dans ces spheres. A linverse des méthodedrdesfert virales, l'utilisation des
liposomes pour délivrer des molécules d’ADN n’'img@as de limite de taille de ce dernier.
Différents types de liposomes ont été crées et dapacité de transfection évaluée. D’'une
maniere générale les liposomes composés de lipelgses ou anioniques ont une efficacité
de transfection moindrm vivo méme s’ils se révelent étre de bons vecteurs d’ADMtro
(Sorianoet al, 1983 ; Nicolau et Papahadjopulos, 1998).Lesslijpoes cationiques sont plus
employésin vivo que les autres formulations liposomales, nousalivoquer plus en détail

ces vecteurs.

| -2 -2 —4. Liposomes cationiques

| -2—-2—-4-1. Formation des complexes liposooa¢ioniques/ADN
Le développement de ce type de vecteurs, leusatiitin sans cesse grandissante par

de nombreuses équipes de recherche, les différtartaslations de liposomes aménent une

certaine complexité de dénomination. Pour une gtaade clarté, le terme de « lipoplexe » a
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été choisi pour désigner un complexe formé paipidd cationique et des acides nucléiques
(Felgneret al, 1997).

Le principe de formation de ces lipoplexes repaseuse condensation de I’ADN,
chargé négativement sur les groupements phosphates; une molécule chargée
positivement pour former de nouvelles particuleggfe B2). Les vecteurs lipidiques,
constitués de trois domaines (une téte cationigerengttant la liaison a 'ADN, une ou
plusieurs chaines hydrophobes, un « espaceur »rasépees deux €éléments) réagissent
spontanément avec les molécules d'ADN chargéegineggent (Nicolau et Papahadjopulos,
1998). Les lipides entrant le plus souvent dansodiposition des liposomes cationiques
comprennent le DOGS (dioctadécylamidoglycyl-speaniou transfectam), le DOTMA
(bromure de dioléoyloxy-propyl-triméthylammoniunt) ammonium quaternaire amphiphile,
le DOTAP (dioléoyloxy-3-(triméthylammonio)propand)es co-lipides tels que la DOPE
(dioléoylphosphatidyléthanolamine) phospholipideutre le cholestérol et ses dérives
permettent de stabiliser les lipoplexes formésataindre de meilleur taux de transfection
vivo (Oudrhiri et al, 1997 ; Kikuchiet al, 1999). L'utilisation de polymeres cationiquels te
que la poly-L-lysine permet une meilleure condénsade 'ADN dans les liposomes et

augmente l'efficacité du transfert de génes @tial, 2001).
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Liposome cationique
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Condensation de I'ADN en
présence des liposomes

Bicouche phospholipidique
positivement chargée

ADN plasmidique chargé
négativement condensé dans
le compartiment aqueux

Bicouche phospholipidique
positivement chargée

ADN plasmidique condensé
dans le compartimemtgueux

Lipoplexe

Figure B2 : Formation des lipoplexes.
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| -2 -2—-4—-2. Mécanisme de transfection

Le déroulement de la lipofection est représentdaskigure ci dessous :

tgt .
+ j: Lipoplexes
L A ADN plasmidique
ot 0
+0 aF

i
+_F'|‘

Figure B3 : Représentation schématique du mécanisnue transfert des lipoplexes dans la

cellule. (D’apres Vijayanatthaat al, 2002.)

o O A W DN PP

: Endocytose des lipoplexes.

: Formation des endosomes

: Acidification du pH dans les endosomes, protectie I’ADN par les liposomes cationiques
: Relargage de I'’ADN a proximité du noyau

: Translocation nucléaire de I’ADN plasmidique

: Décompaction de 'ADN plasmidique

Les charges positives réparties sur la surfacdiplgslexes leur permettent de se lier

aux protéoglycannes négativement chargés de la raemlrellulaire, les lipoplexes sont

alors transportés dans la cellule par endocytosecumulation des composés cationiques

dans les endosomes protege 'ADN de la dégradaaotes enzymes lysosomales déstabilise

'endosome et induit le relargage de I'ADN a proikéndu compartiment nucléaire

(Vijayanatthanet al, 2002). La translocation de I'ADN dans le noyaufait via les pores
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nucléaires. Dans le noyau, 'ADN se décondensestérsous forme épisomale, ne permettant
gu’'une expression transitoire du transgene, donduaée est dépendante du type de
formulation utilisée (Wheeleat al, 1996; Aksentijeviclet al, 1996). L’efficacité du transfert
dépend de plusieurs parametres dont le type deeliptilisé : la condensation correcte de
'ADN dans les liposomes, le rapport ADN/lipide, tgpe cellulaire. Certaines cellules
comme les fibroblastes humains se révelent pagiemhent difficiles a transfecter (Zhdanov
et al, 2002).

Une des raisons du développement des lipoplexemeovecteur de transfert de gene
repose sur leur efficacité et leur sécurité d'sdifion. Cependant, il a été établi que
I'administration par voie intraveineuse de certdipeplexes, est immunogene et peut activer
le systtme du complément (Daost al, 1999). Cet effet apparait plutdt lié a la présen
d’ADN plasmidique dans le lipoplexe puisque auctgponse immunologique n’est observée
lors de l'utilisation d’un liposome cationique (Viioreet al, 1999 ; Normaret al, 2000).
Afin de réduire la cytotoxicité des liposomes, dembreux lipides cationiques sont mis au
point en utilisant des analogues du DOTMA, dautcssitiennent du cholestérol, des

lipopolyamines (Zhdanoegt al, 2002).

| -2 —-2-4-3. Liposomes cationiques et ciblegjrilaire

L'inconvénient majeur des liposomes est une fadsdectivité tissulaire. Certes la
biodistribution des liposomes est différente suiianor composition (Audougt al, 2002) et
les liposomes cationiques ont une affinité paritzel pour les cellules endothéliales et
néoendothéliales. lls vont cibler de préférence riésvaisseaux tumoraux ce qui est un
avantage mais également les sites inflammatoiregrétonet al, 1998). Ce dernier élément
est un désavantage dans l'application des théraypgjues a but antiangiogénique, elles

risquent alors d’interférer avec le processus ehtliangiogenése.
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Les recherches se concentrent maintenant sur uékoaation du temps de circulation
et de ciblage tissulaire des liposomes cationigieseffet, les premieres formulations de
liposomes étaient rapidement dégradées dans le gaglgues minutes apres linjection
(Reinishet al, 1988). Dans des expériences récentes Krasmuwrdaré qu’'une formulation
liposomale posséde une affinité particuliere, B fplus élevée, pour les néovaisseaux
tumoraux par rapport au réseau vasculaire envirdnfkaasniciet al, 2003). L'addition de
protéines telle que la transferrine améliore égealdnte transfert du gene d'intérét dans les

vésicules d'endocytose.

Outre par une variation de la composition des bposs, un ciblage tissu-spécifique
peut étre obtenu en « greffant » aux liposomes diaules, d’anticorps ou des fragments
d’anticorps permettant une reconnaissance spéeifiigurécepteurs uniguement exprimes ou
surexprimeés par les cellules cibles (Straubirggeal., 1988; Ahmadet al, 1993, Xuet al,
2002). Généralement les cellules tumorales exptirdes antigénes spécifiques qui peuvent
servir de cibles pour les anticorps associés qostimes. Cette technique a permis de cibler
avec un succes certaines tumeurs (Maruyatnal, 1999; Brignoleet al, 2003) (Tableau
B3).

Cependant une amélioration de la formulation desslbmes est encore nécessaire afin

d’obtenir un ciblage parfait aprés administrati@an poie intraveineuse des liposomes.
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Anticorps greffé aux Ciblage tissulaire évalué Référence
liposomes
DH2 Modélein vitro : Namet al, 1999
(Anti-G(M3)) - cellules de mélanome murin
B16BL6
- cellules d’adénocarcinome
colorectal humain HRT-18
Modéelein vivo
- Mélanome murin B16BL6
Anti-GD(2) Modélein vitro Brignoleet al, 2003
Cellules de neuroblastome
Modéelein vivo
Neuroblastome humain métastatique
greffé sur des souris nude
Fab'21B2 Modelein vivo Maruyamaet al, 1999
(Anti-CFA) Tumeur solide humaine
Her-2 Modélen vivo Parket al, 2002
Xénogreffes chez la souris nude de
tumeurs :
- MDA-MB 453
- MCF7/HER
- BT 474
AF-20 Modélein vitro Moradpouret al, 1995
Cellules HCC
(hépatocarcinome humain)
scFv-Anti TfR Modelesin vivo Xu et al, 2001
- Cancer du sein greffé humain chez
la souris nude
- Cancer de la prostate humain | Xu et al, 2002
greffé chez la souris nude

Tableau B3 : Exemples de ciblage tissulaire obtemar greffage d'anticorps sur des liposomes.

TfR : Transferrin receptor
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Nous venons de voir que des systemes de transdsridifférents ont été développés
afin d’'amener le transgene a la cellule cible, {mésentant des avantages et ont leurs propres
limites. Le choix d'un systéme de vectorisation lesiau type de thérapie génique que I'on

souhaite appliquer, et que nous allons maintenaguer.

Le tableau ci dessous résume les caractéristigeegncipaux vecteurs que nous

venons de développer

Méthode de Mode Immunogénécité Efficacité de Essais cliniques

transfert d’expression transfection in vivo

Vecteurs viraux

AAV Stable ? ++ 4
Adénovirus Transitoire Elevée +++ 86
Herpesvirus Transitoire Modérée ? _

Poxvirus Transitoire Modérée ? 30
Rétrovirus Stable Modérée ++ 160

Vecteurs non

viraux
Micro-injection Transitoire Aucune + 4
d’ADN
Electroporation Stable Aucune + 2
Liposomes Transitoire Aucune ++ 75

Tableau B4 : Récapitulatif des principaux vecteuraitilisés pour des essais cliniques de thérapie

génique.
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| — 3. Stratégies de thérapie génique appliquéesratement du

cancer
Plusieurs types de maladies peuvent faire I'objatel thérapie génique, qu'il s'agisse

de maladies génétiques classiques, dues a desldéagenes ou de maladies acquises telles
qgue le cancer. La thérapie génique est une appgrcineetteuse pour le traitement du cancer
et a montré une certaine efficacité, évaluée stergimodeles tumoraux animaux. Plusieurs
types de stratégies de thérapie génigue a butacticeux sont possibles:

- I'utilisation du systeme géne suicide/prodrogue,

- la modification de la fonction des oncogénedest genes suppresseurs de tumeur,

- la modification de la réponse immunitaire vigsde la tumeur,

- 'augmentation de la résistance des tissus s@ e vis de la chimiothérapie,

- I'inhibition de la vascularisation tumorale.

| —3—1. Genes de sensibilité a une prodrogugenes suicides

Une des applications de la thérapie génique estiation spécifique d’'une prodrogue
non toxique en drogue cytotoxique exclusivementirdétieur des cellules tumorales. Le
principe de cette technique est de transfé@rgivo dans les cellules tumorales un géene codant
pour une enzyme qui est normalement absente dumpate des cellules ou tres faiblement
exprimée. Cette enzyme a la capacité de transfoum@roduit non toxique en un métabolite
toxique pour la cellule dans laquelle il est produi

Plusieurs systemes enzyme/prodrogue ont été démitgours des dix derniéres
années, parmi lesquels deux associations sontpgltisulierement étudiées ; les principaux
essais ont été réalisés en utilisant soit I'asdimri cytosine désaminase-5 fluorocytosine
(CD-5-FC), soit 'ADN complémentaire codant pourtlkeymidine kinase issue du virus de

I Herpessimplexde type-1 associé a la prodrogue gancyclovir (G@Xolten, 1986 ; Kirn
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et al, 2002). Dans le systtme HSV-TK/GCWHgrpes simplexVirus Thymidine
Kinase/Gancyclovir), le gancyclovir est transforre@ gancyclovir triphosphate par la
thymidine kinase, déclenchant une cascade réaefiendont I'aboutissement est la mort de
la cellule par apoptose.

Le mécanisme d’action des genes suicides est stisérsar la Figure B4.

XA

A

Transfection du géne codant
pour 'enzyme de sensibilité

Prodroaue

Induction de
I'apoptose des
cellules tumorale:

Figure B4 : Schéma du mécanisme d’action du systéngene suicide/prodroguéd’apres Springer

et Niculescu-Duvaz, 2000).

Le systeme se déroule en deux étapes : le génendiidité a la prodrogue est transféré, et dans un
second temps, la prodrogue (PrD) est administrée.ptodrogue est transformée en composé
cytotoxique (CCyt) uniquement dans les cellulesriexgnt le gene de sensibilité. Le composé
cytotoxique peut diffuser dans les cellules proches transfectées (effet bystander). Les cellules

tumorales meurent par apoptose

43



Ce systeme ne nécessite pas une transfection a d@9%ellules tumorales pour étre
totalement efficace. En effet, une des caractguistimajeure commune a I'ensemble de ces
genes de sensibilité est qu’ils possedent tous fiet & bystander » ou de voisinage
observable aussi biein vitro qu’in vivo (Hogansonet al, 1996). Cet effet « bystander »
permet la destruction des cellules tumorales namsfectées situées a proximité des cellules
exprimant le gene de sensibilité. L'efficacité dtte stratégie est évaluée sur divers modeles
de cancer aussi bien vitro qu’in vivo (Caruscet al, 1993, Grossiet al., 1999 ; Charissoux
et al, 1999 ; Hurwitzet al, 1999).

Des essais cliniques, basés sur l'utilisation ditesyie HSV-TK/GCV, ont été mis en
place et ont tous montré une bonne tolérance #@ernrant puisqu 'aucun effet secondaire
néfaste n'a été observé. Les résultats obtenustemne d’efficacité antitumorale, sont
variables selon le type tumoral ciblés ; ils semblgrometteurs concernant le gliome, le
rétinoblastome ou ['utilisation du systeme HSV-TKY& dans le contréle de la réponse
immunitaire apres une greffe de cellules de moedigeuse allogéniques (Klatzmaginal,
1998 ; Tiberghiert al, 1997).

Parmi les nouvelles approches évaluées et utilidaat genes de sensibilité,
I'association des thérapeutiques classiques (chidiapie ou radiothérapie) a la thérapie
génique utilisant ces genes parait tres promettpose augmenter l'efficacité des genes
suicides (Beltinger et Uckert, 2001 ; Yazagtaal, 2002). De méme, le couplage du géne de
sensibilité a un gene codant pour une cytokineimgressant et permet d’obtenir une
régression tumorale plus importante que lors déli$ation d’'un seul des deux génes

(Moriuchi et al, 1998).
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| — 3 — 2. Modification de la fonction des oncooeret des génes

suppresseurs de tumeur

Une cellule cancéreuse est caractérisée par I'agation de mutations sur des génes
clés du fonctionnement cellulaire (oncogénes, amtegenes). Elle se préte bien a une
correction de ses propriétés anormales par trarddegéne visant a restaurer l'activité de ces
génes mutés. Les cibles exploitées sont les onesgéh les antioncogénes ou genes

suppresseurs de tumeur.

| — 3 -2 — 1. Inhibition de I'expression des on&ogs

La stratégie a envisager dans ce cas consisteqadslexpression des oncogenes en
utilisant des oligonucléotides qui vont soit s’iatder sur le géne et former une triple hélice
entrainant le blocage transcriptionnel, soit agirnazeau traductionnel en s’appariant avec
'’ARN messager (Mergnet al., 1992). L'oncogéne Kas tres frequemment muté dans les
cancers humains a été choisi comme cible pourrkasiprs essais thérapeutiques. Des essais
chez I'animal ont démontré une régression de cm$atumeurs, notamment en utilisant un
vecteur rétroviral codant pour un ARN messagersans du geneHas (Zhanget al, 1993).

Les autres oncogénes activés dans les tumeurs megnpeuvent étre I'objet d’'une telle

approche.

| - 3 -2 - 2. Rétablissement des genes suppressedumeur

Le transfert de I'anti-oncogene fonctionnel permii@tverser le phénotype transformé
de la cellule. La fonction de tous les anti-oncageiiRetinoblastoma Rb, Adenomatous
Polyposis Coli (APC) peut étre théoriquement regt@au L’anti-oncogéne p53, dont la
fonction est la plus frequemment défaillante dags ¢ancers humains, a fait I'objet de
premiers travaux. Sur des modeéles murins, il adé@ontré,in vitro et in vivo, que le

transfert de la forme normale de p53 et son exjesdans les cellules présentant des
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mutations de p 53 endogene permet de ralentir pealifération et rétablit I'apoptose des
cellules anormales (Baket al, 1990). Le premier essai clinique de restauratiwmgéne p53

a été mené en 1995 par Roth chez 9 patients atigntarcinome pulmonaire non résécable
(Roth et al, 1995). La limite principale de cette stratégimhdbition des oncogenes ou de
rétablissement de la fonction des antioncogends esicessité de traiter toutes les cellules de
la tumeur, ce qui est a I’heure actuelle encoreossjble. La possibilité qu'une telle stratégie
conduise a la sélection de a la sélection de sopsglations de cellules tumorales mutantes et

donc résistantes a la thérapie n’est pas non phubker.

| — 3 — 3. Immunothérapie

L’'immunothérapie génique du cancer vise a induite & amplifier la réponse
immunitaire de I'hdte contre les cellules cancéesuPeux approches sont envisageables:
stimulerin vivo le développement d’une immunité protectrice pandfart de génes dans les
cellules tumorales ou dans des cellules présergatiil’antigene (immunothérapie génique
active), ou encore apporter au patient des celkffestrices, les lymphocytes T, modifiéas
vitro (immunothérapie génique adoptive). La majorité @estocoles d’immunothérapie

génique, engageés dans le domaine de I'oncologmeerne I'immunothérapie active.

| — 3 -3 - 1. Immunothérapie adoptive

L'objectif de cette stratégie est d’augmenter lporése immunitaire en apportant des
effecteurs cellulaires antitumoraux (lymphocyteg@hétiquement modifiés afin d’augmenter
leur efficacité cytotoxique. Elle concerne les lymopytes T infiltrants les tumeurs (TIL), et
les lymphocytes T cytotoxiques. Dans le but d’augiee leur potentiel antitumoral, les
lymphocytes sont modifiés par transfert de génetambpour des récepteurs d’antigénes

tumoraux (Rosenbergt al, 1988). Cette stratégie a été améliorée padation lymphocytes

46



T-EBV (Ebstein Barr Virus) et exprimant des récepsechimériques spécifiques d’antigenes
tumoraux ou pour des agents tel que le FGFinneyet al, 1997 ; Rossigt al, 2002,

Rooneyet al, 1998 ; Bollarcket al.,2002).

| — 3 -3 — 2. Immunothérapie active

L'immunothérapie active consiste a administrer cidhiles génétiguement modifiées,
gu’elles soient tumorales ou présentatrices d'anég (cellules dendritiques), dont la
fonction est de recruter ou de stimuler des eftestemmuns antitumoraux (Biagt al,
2002).

L’injection de cellules tumorales génétiguement ifiées a pour but de détruire les
cellules tumorales non modifiées en induisant ouseémulant une réponse immunitaire
antitumorale. L’augmentation de l'immunogénicitésdéumeurs induit une protection
antitumorale chez I'animal. Dans des modeles anmmiautransfection des cellules tumorales
par les genes de différentes cytokines, I'lL-2,412, l'interféron gamma (IF), le GM-CSF
diminue le potentiel de croissance, voire entrdi@énination de ces cellules transfectées
(Schmidtet al, 1997 ; Trinchieri, 1993 ; Dranoét al, 1993). Il a été mis en évidence que cet
effet était effectivement médié par un mécanismenumologique (Asheret al, 1991 ;
Zitvogel et al, 1995). Parmi tous ces résultats, ceux avec le C3%- sont les plus

performants pour induire une réponse immunitaiéeapeutique (Dranott al, 1993).

Plus récemment, l'utilisation de cellules préseitas d’antigenes, les cellules
dendritiques, a été évaluée dans différents prégeadimmunothérapie génique active. La
fonction principale de ces cellules est de capésrahtigenes et de les présenter aux cellules
effectrices du systeme immunitaire activant aires lymphocytes T naifs. Les cellules

dendritiques peuvent étre la cible d’'un transfertggne codant soit pour des cytokines ou
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pour des molécules de costimulation (Wysaoekal, 2002). L'utilisation d’ARN tumoraux
pour transfecter ces cellule est une stratégiecasf pour induire une réponse immune
antitumorale chez I'animal (Boczkowskt al, 1996 ; Nairet al, 2000). Un essai clinique
vient récemment de montrer qu'une facon efficacebidnir I'expression endogene
d’antigenes de tumeurs par les cellules dendritiquiest de les fusionner avec les cellules

tumorales. (Catros-Quemeredral, 2003).

| — 3 — 4. Augmentation de la résistance des tississ vis a vis de la

chimiothérapie

Cette stratégie se justifie parce que les cellwiesrales deviennent chimiorésistances
au fur et a mesure des traitements et qu’'une augi@amdes doses de chimiothérapie est une
des facons de dépasser cette chimiorésistance. Idaidoses de chimiothérapie utilisables
sont limitées par la toxicité vis-a-vis des tiss@ns, principalement vis a vis du tissu
hématopoiétique. Rendre les cellules normales &ilsles a la chimiothérapie permettrait
d’utiliser cette derniere au maximum des dosesythumes d’administration. La cible de la
thérapie génique est alors le tissu que I'on seehaiotéger, pour l'instant seul le tissu
hématopoiétique est concerné. Le transfert danselegdes souches hématopoiétiques (CSH)
du géne « Multidrug Resistance » (MDR1) codant pawlycoprotéine P (Pgp), une protéine
transmembranaire participant a I'efflux des sulxstartoxiques hors de la cellule, induit une
protection de ces cellules vis a vis des agentsiotérapeutiques (Aksentijeviokt al,
1996). Cependant ce type de stratégie ne peutlgjapp a toutes les formes de cancer
puisque dans bon nombre de cas, une résistancpofydehimiothérapies est observée chez

les malades, induisant une inefficacité du traiteime
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| — 3 —5. Thérapie génigue antiangiogénique.

L’angiogenese, qui correspond a I'ensemble desegms amenant a la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins, est indispensableraitsance tumorale (Folkman, 1990). La
dépendance de la tumeur vis a vis de ce procesdad#t @ne cible de choix pour les thérapies
anticancéreuses, d’autant plus que les celluldescite sont plus les cellules tumorales mais
les cellules endothéliales formant les vaisseaurs Lmeilleures connaissances des
mécanismes complexes de l'angiogenese, mais sudouatise en évidence d’inhibiteurs
endogenes de I'angiogenése ouvrent la voie a tapleégénique antiangiogénique (Faral.,
1995). L'utilisation de la thérapie génique dansulée contre 'angiogenése peut s’envisager
de deux manieres : par inhibition des phénomenesupgiogéniques ou par stimulation des
mécanismes d’inhibition de l'angiogenése. Cetteragpe de thérapie génique est plus

longuement évoquée dans le chapitre consacré eigges antiangiogéniques.

Les approches de thérapies géniques a but antreamxcéont multiples, chacune ayant
ses avantages et ses inconveénients. La variétéede=urs de transfert de genes et la diversité
des approches de thérapie génique permettent darchda fois le vecteur et la stratégie de
thérapie génique qui paraissent le plus adaptés |pduitement d’'une tumeur donnée. Les
stratégies de thérapies géniques peuvent présamier alternative aux traitements
conventionnels, particulierement pour les tumewrsroe I'ostéosarcome qui répondent peu

ou mal a ces traitements.
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Il. Ostéosarcome

Il — 1. Définition

L’ostéosarcome est une tumeur osseuse maligne ldentellules produisent de la
matrice osseuse ou ostéoide. Il existe de nomlseusseetés d’'ostéosarcome classées selon
des criteres histologiques : on distingue I'ostéasae classique, télangiectasique, a petites
cellules, central, juxtacortical, secondaire (Soh&z et al, 1995). Dans sa forme
secondaire, l'ostéosarcome survient a la suiteadmdladie de Paget ou chez des enfants
ayant développé un rétinoblastome en bas age (8eletmal, 1974). Cette forme tumorale
secondaire ne sera pas evogueée ici, nous allogsemint présenter 'ostéosarcome primaire
classique.

Chez 'homme, l'ostéosarcome primaire dont |'étgyo reste encore inconnue, ne
représente que 0,2% de toutes les néoplasies regjigait 5% des cancers de I'enfant (Philip
et al, 1999 ; Cancer.gov, juillet 2003). Il affecte @#sellement les adolescents ou les jeunes
adultes (Campanacet al, 1975 ; Dahliret al, 1986). Classiquement, la tumeur primaire est
le plus souvent située sur la métaphyse des os ldagpartie distale du fémur, proximale du
tibia et de 'humérus sont ses principaux sitesodalisation. L’'ostéosarcome est caractérise

par une évolution rapide et métastasie préférémtieint au niveau des poumons.

Il — 2. Diagnostic

Il — 2 —1. Présentation clinigue

Le symptome initial le plus fréquent de l'ostéosare est une douleur ou la présence

d’'une tuméfaction au niveau d’'un os ou d’'une atéiton (Arndt et Crist, 1999).
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Outre I'examen clinique, le diagnostic de l'ost@éosae repose sur l'imagerie

médicale et I'examen anatomopathologique d’'unedeop

Il — 2 — 2. Imagerie médicale

Il -2 -2 - 1. Radiologie

La radiographie permet de confirmer I'existencdadigsion osseuse. L'aspect typique
radiographique d’'un ostéosarcome montre des lindeesa |ésion plus ou moins nettes et
entourées d’'une ostéocondensation, de méme qu'estudtion de la corticale, et un

envahissement des tissus et articulations avoisr{®&wosenbergt al, 1995).

Il — 2 -2 - 2. Imagerie médicale

Deux principales techniques d’'imagerie autres queadliographie sont utilisées dans
le diagnostic de l'ostéosarcome : I'imagerie pasor@ance magnétique (IRM) et la
scintigraphie osseuse. Elles permettent d’étucksitdnsion locale de la tumeur et occupent
une place prépondérante dans la recherche destasémsCette recherche des métastases est
primordiale car lors du diagnostic de la tumeumaire 20% des patients présentent déja des
foyers métastatiques localisés dans 80% des cais@au des poumons (Kasteal, 1999).

L'IRM permet une étude morphologique de la tumetimpire et des structures
adjacentes ; elle précise les rapports exacts denteur avec les organes de voisinage,
muscles, vaisseaux et nerfs, ainsi que son étgidueTrommelet al, 1997).

La scintigraphie osseuse aux diphosphonates maegutechnétium*?™Tc-MDP) est
I'examen radio-isotopique classique dans I'étudéadeathologie osseuse. La fixation osseuse

du MDP est proportionnelle au flux vasculaire dtativité ostéométabolique locale (Philip
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et al, 1999). L’examen scintigraphique permet d’étudeervitalité cellulaire locale et de

rechercher des métastases osseuses (Calumgrl994).

A I'heure actuelle une autre technique de scingilgia qui apparait plus efficace dans
le diagnostic et le suivi de I'ostéosarcome est@urs d’évaluation clinique : la scintigraphie
au*®FDG (Brenneeet al, 2003). Le fluorodésoxyglucose marqué au fluo[1¥#]-fluoro-2-
déoxy-D-glucose otfFDG) est un traceur biologique aspécifique dorftdation est accrue
dans les conditions pathologiques comportant urggmantation de la consommation de
glucose ce qui est le cas pour les tumeurs (Warld@g6). Cette technique d’'imagerie est
basée sur la différence de consommation de glueose les tissus sains et tumoraux.
Le™FDG est un radionucléide émetteur de positon, goalau glucose de demie vie courte
(109 min). Apres injection intraveineuse, ce glecasodifié est capté de facon analogue au
glucose par les cellules consommatrices. Dansllaleele **FDG transformé ef’FDG -6
phosphate est incapable de passer la membrané&ielldl ne subit pas les autres étapes de
la glycolyse et slaccumule dans les cellules.M DG permet d’effectuer une imagerie du
métabolisme glucidique. Une grande variété de eano®ntre un rapport de fixation de
18EDG élevé par rapport au reste de I'organisme (®oral, 1980). L'augmentation du
métabolisme glucidique par les cellules tumoratssilte de I'augmentation du nombre de
transporteurs du glucose (par surexpression dessgeadants ces transporteurs) et de
I'amplification des voies enzymatiques de la glysel

Cette technique d’'imagerie fonctionnelle et métajua, a 'avantage de permettre le
suivi de I'évolution tumoralén vivo. Elle est la plus sensible et la plus précoce goatuer
la réponse thérapeutique car les modifications hggiques de la tumeur apparaissent

aprés les modifications métaboliques. De plus, fande résolutivité de cette méthode
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d’'imagerie permet de visualiser des foyers métagstas qui n’apparaissent pas en utilisant

d’autres méthodes de détection.

Il — 2 — 3. Anatomopathologie de I'ostéosarcome

Les examens biologiques sont le plus souvent notreawdehors d’une augmentation
des PHA (phosphatases alcalines sériques) traduwisaremaniement osseux. La biopsie est
obligatoire et reste essentielle dans le diagnadtid’ostéosarcome et pour le distinguer
d’autres tumeurs osseuses (telles que le sarcdavardj, I'ostéochondrome).

Histologiquement, la Iésion apparait comme uneifpration d’ostéoblastes plus ou
moins bien différenciés, produisant une matricecase d’architecture anarchique, plus ou
moins abondante. Cette matrice osseuse peut @lée,sou associée a une production de
matrice cartilagineuse, ou fibreuse (Schajowietz al, 1995). Il existe un désordre
architectural du tissu néoformé qui de plus s’irdildans les espaces médullaires de I'os qui
abrite la tumeur, envahissant ses travées. Lesaais de |'ostéosarcome sont souvent des

sinusoides ou de veéritables cavités caverneusessani propre bien formée.

Il — 3. Traitement conventionnel de I'ostéosarcome

Avant l'avenement de la chimiothérapie dans leséasnl1970, le traitement de
I'ostéosarcome consistait principalement en unecté&mn chirurgicale de la tumeur ou en une
amputation du membre atteint. Le taux de survieaa$était alors faible, de I'ordre de 10 a
20 % (Eilber et Rosen, 1989). Les progres réaldas le domaine de la chirurgie mais
surtout le développement de la chimiothérapies @rgost-opératoire ont permis d’allonger

le délai de survie et de guérir au moins 2/3 déiemia (Ferguson et Goorin, 2001).
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Mise en place a partir de 1978, la chimiothérapmétamorphosé le traitement de
I'ostéosarcome et a permis d’envisager des tecksighirurgicales plus conservatrices que
I'amputation (Rosen, 1985).

A linverse de la chimiothérapie, dont I'usage t'développé, les autres traitements
complémentaires proposés, en particulier la radrajie de la tumeur primitive, ou
l'irradiation prophylactigue des poumons se révelpaeu efficaces (Ferguson et Goorin,
2001).

Le traitement actuel de l'ostéosarcome comprend nésection chirurgicale de la
tumeur associée a de la chimiothérapie généralepréntet post-opératoire. En effet, les
protocoles associant une chimiothérapie néoadjevanine chimiothérapie adjuvante ont une
efficacité supérieure aux protocoles de chimiotpi&radjuvante seule (Philgt al, 1999). Le
traitement chimiothérapeutique s’effectue sur guss mois. En regle générale, deux a trois
mois de traitement sont réalisés avant la résectimirgicale de la tumeur. En cas de bonne
réponse a la chimiothérapie préopératoire, la atmérapie post opératoire est inchangée ; si
la réponse est jugée mauvaise, d’autres agentsslisds.

La sensibilité de la tumeur a la chimiothérapie layge est déterminée par
I'appréciation du pourcentage de nécrose de la uumdne tumeur est considérée comme
« bon répondeur » a un traitement néoadjuvant ler8§ a 95 % de nécrose sont observeés au
terme de la chimiothérapie préopératoire (Fergesd@oorin, 2001).

Les agents chimiothérapeutiques utilisés dansitetnent de I'ostéosarcome peuvent
étre classés selon leur mécanisme d’action suydee cellulaire. On distingue les alkylants,
les antimétabolites, les alcaloides et les antidpies ou intercalants. Les médicaments les
plus employés dans le traitement de I'ostéosarceom la doxorubicine, le méthotrexate a

haute dose, le cis-dichloro-diamino-platinum (CIBH ou CDDP), I'adriamycine (ADM)
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(Ferguson et Goorin, 2001). Le tableau B5 présésgerésultats de quelques protocoles

appligués au traitement de 'ostéosarcome et amsola chirurgie a la chimiothérapie.

Protocole Nombre de Survie Durée du suivi
patients
Rosen (1979) CT préopératoire 51 adans 77% 4ans
VCR + MTX+ADR sans récidive a 4
ans 67%
Goorin (1987) CT adjuvante 46 a 5 ans 78%, 4,7 ans
postopératoire sans récidive a5/ 1976-1981
MTX HD + ADR ans 59%
Jaffe (1991) | CT préopératoire CDDR 60 sans récidive 56 %o 1980-1984
IA 1985-1989
CDDP+ADR*
Endoxan
Saeter (1991) CT préopératoire 97 a5 ans 64% 45 mois
MTX HD 4 cures sans récidive, a5  1982-1989
CT postopératoire ans 54%
MTX HD BR
CDDP+ADR MR
Bramwel (1992 CT préopératoire 307 50% estimée a § SD
MTX HA + CDDP + ans,
ADR sans récidive 41 %
Bacci (1993) | CT préopératoire MTX 164 a 54 mois 77%, 34 a 76 moip
HD +ADR + CDDP IA 1986-1989
Leung (1997) | CT pré et postopératoirg 27 a70% 59 mois
MTX HD= ADR + EFS a 59%
CDDP
Provisor (1997 CT Préopératoire 268 Globale 60% 8ans
MTXHD + BCD BR:87%
CT Postopératoire BR EFS : 53%
MTX+BCD + MR : 52%
doxorubicine
MR : BCD+
doxorubicine+ CDDP

CT : chimiothérapieADR : adriamycineBCD : bléomycine DCDDP : cisplatinumJIFM : ifosfamide MTX :
méthotrexateHD : haute doseFS: Survie sans récidiv®8R : bon répondeuMR : mauvais répondeulA :

intra-artériel NS : non significatif, SD : sans date.

Tableau B5 : quelques protocoles thérapeutiques apgués au traitement de I'ostéosarcome

(D’aprés Philipet al, 1999).
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Il — 4. Evolution de la chimiothérapie de I'ostéasane

Ces dernieres années de nouvelles approches dhéraptutigues sont apparues.
Elles ont pour but d’augmenter I'effet des agemisn@oplasiques classiques en les associant
a des inhibiteurs des topoisomérases et montrentoonne efficacité (Ferguson et Goorin,
2001 ; Estlin, 2002).

L’association de I'immunothérapie a la chimiothéeapst également utilisée et a été
assez décevante : I'emploi du BCG (Bacille Calméittiérin), ou des interférons n’améliorant
pas la survie des patients (Ferguson et Goorin1)2Q0utilisation du MTP-PE (muramyl
tripeptide phosphatidyléthanolamine) composé dédwe BCG en association avec des
composés chimiothérapeutiques a donné de bongatsssur un modéle d’ostéosarcome
canin ainsi que chez des patients présentant @ossmtome récidivant (Kleinerma al,
1995). Ces résultats prometteurs ont débouché&suise en place d’essais cliniques de phase
| Il et lll dont tous les résultats ne sont pagpdisbles (Ferguson et Goorin, 2001).

Malgré ces innovations, le régime optimal de chilmoapie applicable au traitement de

I'ostéosarcome n’a pas encore été découvert.

Il — 5. Facteurs pronostics de l'ostéosarcome
En dehors des parametres qui caractérisent I'exieres le volume tumoral, d’autres

facteurs regroupés dans le tableau B6, ont uneivplenostique.
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Facteur pronostique Critére retenu Pronostic

Localisation de la tumeur Humérus, tibia Favorable
Fémur, péroné Défavorable
Age <12 ans Défavorable
> 21 ans Défavorable
Métastases au diagnostic Présence Défavorable
LDH phosphatases alcalineg Augmentation Défavorable
Altérations de génes Surexpression de Erb2 Défavorable

Surexpression de la glycoprotéing P

Réponse a la chimiothérapie Bon répondeur Favorable

(nécrose tumorale >90%)

Tableau B6 : Principaux facteurs pronostiques de istéosarcome(D’aprés Philipet al,, 1999;
Ozakiet al, 2002).

Globalement, le pronostic est surtout fonction deréponse a la chimiothérapie
préopératoire. De fait, lorsque la tumeur prés@ftaé 95 % de nécrose, la survie a cing ans
est supérieure a 80% (Arndt et Crist, 1999). Cepenthalgré 'amélioration indubitable du
pronostic de I'ostéosarcome, il n’en reste pas mqguiil s’agit d’'un traitement lourd tant sur

le plan médical que chirurgical, susceptible dengoieu a de nombreuses complications.
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Il - 6. Nouvelles stratégies thérapeutiques applesau traitement de
I'ostéosarcome

Malgré les progres réalisés dans le domaine dhitargie et de la chimiothérapie, ces
derniéres années le taux survie sans métastasema fagne a 65-70%. Cette constatation
associée a un pourcentage encore élevé, de 44%patients non répondeurs a la
chimiothérapie préopératoire, justifie la recherale nouvelles stratégies thérapeutiques
(Arndt et Crist., 1999). Deux approches sont préewses : celles visant les cellules

tumorales et faisant appel au concept de thérapimge et la thérapie antiangiogénique.

Il —6 — 1. Systeme gene suicide/prodrogue et eatéome

Parmi les stratégies de thérapie génique que neolssaévoquées toutes sont en
théorie applicables au traitement de I'ostéosarc@nimmunothérapie génique montre une
certaine efficacité a prévenir la dissémination asttique sur un modele murin (&tal,
2003), c’est la thérapie génique utilisant le systé@gene suicide/prodrogue qui suscite le plus
grand intérét.

Il ressort des quelques essais disponibles actuetie que le systéme geéne
suicide/prodrogue permet, du moins du moins dassnutedéles animaux, un ralentissement
une inhibition de la croissance tumorale voire mpigvient surtout la dissémination
métastatique. Sur des modéles d'ostéosarcome d& hatmain greffé sur des souris nude
Shirakawa montre la possibilité d'inhiber la disgdation métastatique grace au systéme
HSV-TK/gangyclovir (Shirakawat al, 1998). Cheon, quant a lui montre qu’une assiociat
de chimiothérapie a faible dose et du systeme HEBXgdngyclovir peut augmenter de
maniére significative la survie et inhiber la ceaiace tumorale de modéle d’ostéosarcome de
rat ou humain greffé sur des souris nude (Chebal, 1997). Plus proche de linterface

clinique, I'approche proposée par Charissoux sundeéle d’ostéosarcome greffable de rat a
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montré la possibilité de supprimer la disséminatinétastatique et inhiber la croissance
tumorale de 85% grace a ce systeme HSV-TK/gancydGharissouwet al, 1999).

Ces études mettent en évidence qu’une telle treiggmique pourrait étre applicable
en traitement adjuvant de la chirurgie de la tumeumaire, d'autant plus que le
développement de nouveaux vecteurs de transfeyéile permet maintenant d’envisager une

administration de la thérapeutique plus ciblée.

Il — 6 — 2. Thérapie antiangiogénique de |'ostéosae

L’angiogenese ainsi que les stratégies antiangiqgés seront développées au
chapitre suivant. L’inhibition de I'angiogenése tnale est une stratégie thérapeutique qui est
de plus en plus explorée et qui montre une effiéaonportante dans le traitement de
certaines tumeurs aussi bien dans des essaisym@aek que cliniques.

Cette stratégie possede des avantages par rappodpproches plus classiques de
chimiothérapie, qui dans l'optique d’application’@téosarcome ne sont par négligeables.
L’antiangiogenese ne cible pas directement ded#sles tumorales mais le réseau vasculaire
contournant ainsi le phénomene probleme de résistanx agents chimiothérapeutiques. De
plus l'ostéosarcome est une tumeur tres vascudarigei meétastasie aux poumons
essentiellement par voie sanguine. L’angiogenegeiregliguée dans la dissémination
métastatique de l'ostéosarcome méme apres résedtiomrgicale de la tumeur primaire
(Tsunemi et al, 2003). Ces constatations mettent en évidence lgge stratégies

antiangiogéniques apparaissent adaptées au tratei@&ostéosarcome.

La thérapie antiangiogénique est encore peu am#iqlans cas de I'ostéosarcome,
méme dans des études précliniques. Actuellememésedtats de trois essais seulement sont

disponibles mais prometteurs. Ces études utilisentme facteur antiangiogénique le TNP
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470 et montrent toutes trois la capacité de cetienle, a ralentir la croissance tumorale et
a inhiberin vivo la dissémination métastatique dans des modeleséd®arcomes murin et de
rat (Tsunemiet al, 2003 ; Moriet al, 1995 ; Morishiteet al, 1995). Par ailleurs Mori a pu
mettre en évidence une diminution significativel@lelensité vasculaire des métastases due a
I'action de I'agent antiangiogénique et que l'eftkt TNP470 aussi bien sur la croissance
tumorale que sur la dissémination métastatiquedese dépendante (Mogt al, 1995 ;
Morishita et al, 1995). Ces résultats ouvrent une nouvelle veieetherche thérapeutique
pour le traitement de I'ostéosarcome, centréeesbidcage de la vascularisation de la tumeur
primaire, la privant d’apport en nutriments maigaut de sa voie métastatique principale.
L’avancée des connaissances de I'angiogenese ptdgees realisés dans le domaine
des biothérapies et le design des vecteurs de genewttent d’envisager une application de
thérapie génique antiangiogénique pour l'ostéosaec@yant de meilleurs effets et une
toxicitt moindre que la chimiothérapie. Ceci estauant plus envisageable que
'angiogenese, que nous allons a présent dévelppfiez de nombreuses cibles potentielles

pour la thérapie génique.
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lll. Angiogenése tumorale et thérapies antiangiapérs

lIl — 1. Définition
La formation des vaisseaux sanguins peut se fatensdeux meécanismes: la

vasculogenese et l'angiogenése. La vasculogenesespond a la formation du réseau
vasculaire au cours du développement embryonnaiie efle n’intervient plus au cours de la
vie adulte. L’'angiogenese quant a elle est défioimme la formation de nouveaux vaisseaux
a partir d'un réseau vasculaire préexistant. Efieervient au cours du développement
embryonnaire, et chez I'adulte, elle joue un r@edamental notamment dans les fonctions
reproductrices (régénération de l'utérus, formatmhm corps jaune et du placenta), la
réparation tissulaire. C'est un mécanisme indispieles et hautement régulé dans des
conditions physiologiques (Risau, 1997). Lorsqudysfonctionnement des mécanismes du
controle de l'angiogenése survient, elle peut @mwpliquée dans le développement et la
progression de maladies variées. Parmi les patieslops plus connues ou un exces
d’angiogenese survient, on trouve les rétinopathiéesbétiques, larthrite rhumatoide,

I'athérosclérose, le cancer (Carmeliet, 2003).

lIl — 2. Déroulement de I'angiogenése tumorale

La croissance tumorale requiert la mise en plaemeal’vascularisation adéquate.
L’angiogenése tumorale est un processus complésantantervenir deux types tissulaires, la
tumeur et le réseau vasculaire, qui interagisseat former des néovaisseaux. Le processus
est initié par les cellules tumorales elles-ménhes. cellules endothéliales vasculaires sont
les principaux acteurs de ce mécanisme mais lessacbmposants des vaisseaux tels que les

péricytes, ou la matrice extracellulaire intervienhégalement.
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Le déroulement de I'angiogenese tumorale, peutddtieé en quatre étapes, chacune

faisant intervenir des acteurs cellulaires et mdhaes spécifiques (Figure B5).

Cellules endothéliale

b-FGF
VEGF
3 4
[:as:§¥? S — _—
L 41 - = "_‘":' i
S=f=)_ PDGF ¢S %

- e Néovaisseau matur
1 MEC Provisoire /
Vk Péricytes

Péricytes T8
Tumeur

Figure B5 : Déroulement de I'angiogenése tumoraléD’aprés Kalluri, 2003).

1: Activation des cellules endothéliales par le VES&Erété par les cellules tumorales

2 : Détachement des péricytes et dégradation de habmame basale

3 : Prolifération et migration des cellules endatiiék vers la tumeur

4: Formation du néovaisseau, recrutement des canfogle la paroi vasculaire par les cellules

endothéliales

[l —2 — 1. Initiation de la réponse angiogénique

Au début de la prolifération tumorale, la tumeudtne taille inférieure & 1-2 mimest
indépendante de l'angiogenése et I'apport de I'éxygy et des nutriments aux cellules
tumorales est assuré par diffusion simple. (Folkm&80). Sous I'effet de 'accumulation des
altérations génétiques, la prolifération des cefitimorales devient plus active et la tumeur

grossit au dela des limites de diffusion simpld’deygene ce qui génére un état hypoxique
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intratumoral. Cette hypoxie induit une surexpressde genes angiogeniques (Kerbel et
Folkman, 2002 ; Pugh et Radcliffe, 2003). Les faxdgroangiogéniques sont alors en exces
par rapport aux agents antiangiogéniques, et vioms aéclencher 'angiogenése tumorale

(Hanahan et Folkman, 1996).

Il — 2 — 2. Activation des cellules endothéliales

La liaison du Vascular Endothelial Growth FactoE®F) a son récepteur spécifique
VEGF-R2 exprimé par les cellules endothéliales &ibad’activation de ces dernieres (Abedi
et Zachary, 1997 ; Shet al, 1999). Activées, ces cellules acquierent de albes propriétés
de prolifération et d’invasion tissulaire ; elleent, dans un premier temps, synthétiser
plusieurs types d’enzymes (les Matrix Métallo Piridées (MMP),les héparinases I'activateur
du plasminogéne (uPA)) qui dégradent la matriceaegtlulaire (MEC) soutenant les

vaisseaux (Kalluri, 2003).

IIl = 2 — 3. Migration et prolifération des cellslendothéliales

Libérées de la MEC, les cellules endothélialesifar@nt et migrent en direction de la
source du stimulus angiogénique : la tumeur. Lescjpaux facteurs de croissance
intervenant au cours de cette étape de I'angioges@st le b-FGF, libéré par la dégradation
de la MEC, et le VEGF (Griffioen et Molema, 2000).

La migration des cellules endothéliales est famlipar la formation d’'une matrice
provisoire qui guide les cellules endothélialessvieur cible. L'expression par les cellules
endothéliales de protéines transmembranaires tpliedes intégrines leur permet d’adhérer a
des composants de la matrice extracellulaire faniliainsi leur progression vers la tumeur

(Cheresh, 1993).
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Il — 2 — 4. Formation et stabilisation des nouveaaisseaux

Arrivées a proximité du stimulus, les cellules dahétiales se réorganisent en
structures tubulaires, formant de nouveaux vaissemmatures mais fonctionnels. Les
cellules endothéliales vont induire la mise en @lde la paroi vasculaire (composée des
péricytes et de la MEC) qui assure la stabilisaties nouveaux vaisseaux (Carmeliet, 2003).

Ayant mis en place sa propre vascularisation, lmewr va croitre de maniere
exponentielle et exprimer tout son potentiel agfegn effet, 'angiogenése soutient la
croissance tumorale en fournissant 'oxygéne etnlesiments nécessaires a I'expansion
tumorale, en produisant des facteurs qui stimuéentoissance des cellules cancéreuses et en
fournissant aux cellules tumorales leur principatee pour coloniser d’autres organes

(Folkman, 1995).

Il — 2 — 5. Caractéristigues des vaisseaux tumorau

La structure des néovaisseaux tumoraux est difiérda celle des autres organes.
Pour s’adapter a la rapide croissance tumoralenebasoins en oxygene et nutriments sans
cesse grandissants de la tumeur, la vascularisatioarale est soumise a une restructuration
constante. Ce remodelage entraine la constitufiom réseau vasculaire chaotique, fragilise,
formé de vaisseaux de diametre irrégulier dU etigparla compression de la paroi vasculaire
par les cellules tumorales en prolifération (JairMemm, 2000). La paroi vasculaire est
anormale, les péricytes ne forment pas un mancbowlet autour des cellules endothéliales,

ce qui explique la fragilité des vaisseaux tumorg@lan, 2003).
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lIl — 3. Stratégies antiangiogéniques

Du fait de la forte dépendance de la tumeur vissae I'angiogenése, cette derniére
est rapidement apparue comme une cible thérapeusigtisfaisante pour le traitement de
cancers. Par rapport aux thérapeutiques classigotmnment la chimiothérapie, la thérapie
antiangiogénique offre I' avantage de ne pas emdrda mise en place d’un mécanisme de
résistance des cellules cibles vis a vis de laathiér En effet, la potentialité des cellules
cancéreuses a échapper aux traitements cytotoxigaeke principalement de leur instabilité
génique qui conduit a la sélection de cellules taies réfractaires a la chimiothérapie. Les
cellules endothéliales elles ne sont pas soumisds é&elles mutations génétiques et ne
développent pas en principe de résistance vis dedsgents thérapeutiques.

De plus en plus d’inhibiteurs de I'angiogenése soantifiés et évalués, qu'il s’agisse
d’agents pharmacologiques, tels que le néomasatatimastat ou la thalidomide, ou
d’inhibiteurs endogénes, parmi lesquels I'angiaséat’endostatine, la thrombospondine sont
les plus connus (D’Amatet al, 1994 ; Boehnet al, 1997). Tous ces agents visent a bloquer

soit la prolifération des cellules endothéliales kur migration.

Il — 3 — 1. Inhibition de la prolifération des kgés endothéliales

La prolifération des cellules peut étre bloquéet sailirectement par des agents
neutralisant les facteurs pro-angiogéniques saitdes composés agissant directement au

niveau des cellules endothéliales pour inhiber pealifération.

Il — 3 -1 - 1. Neutralisation des fac teurs pngiagéniques

De part le réle clé joué par le VEGF au cours dadiogenese tumorale, I'inhibition
de ce facteur de croissance est apparue comme iblee prometteuse pour la thérapie

antiangiogénique. Parmi agents développés desitahib de la transduction du signal, tels
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que le SU5416, ou des anticorps dirigés contreedepteur du VEGF (VEGF-R2) sont en
développement (Ferraet al.,2003). Ces composes, appliquewivo sur differents modeles

de tumeurs murines (mélanome, carcinome du colanger du sein) peuvent ralentir la
progression métastatique (Waeigal, 1998 ; Kong et Crystal, 1998)

Ferrara et son équipe ont été les premiers a mogtre les anticorps anti-VEGF
ralentissaient la croissance tumorale sur des masdéle rhabdomyosarcome et de
glioblastome développé par des souris nude (Kiral, 1993). Les formes humaines de ces
anticorps sont actuellement dans les phases lisa@i'®scliniques pour le traitement du

lymphome, du cancer rénal métastatique (Cancerjgitlet 2003).

[l — 3 -1 - 2. Inhibition directe de la proliféi@an des cellules endothéliales

Un des premiers agents antiprolifératifs identifesst le O-chloroacetylcarbamoyl
fumagillol ouAGM-1470/TNP-470 dérivant de la fumagillifimgberet al., 1990). C’est un
inhibiteur spécifique de la prolifération des cldiiendothéliales, de leur migration et de la
formation des tubes capillaires. Ce composé, gévient le développement de métastases
dans des modeéles de tumeurs animales telles ggtédsarcome, la tumeur hépatique (Mori
et al, 1995 ; Yoshideet al, 1998), a été enr6lé dans des essais clinigassdtiant a la
chimiothérapie et a fourni de bons résultats chez phtients présentant un cancer de la
prostate (Logothetist al,, 2001).

Ces derniéres années plusieurs molécules endogeregsant une activité
antiproliférative spécifique des cellules endotél ont été découvertes. Parmi ces
molécules, dont le mécanisme d’action n’est pas pt&t@ment élucidé, se trouvent la
thrombospondine-1 le « platelétctor-4 » (PF4), I'angiostatine, I'endostatine, rastine
(O'Reilly et al., 1994a ; O'Reillyet al, 1997 ; Ramchandraet al, 1999). Ces protéines ont,

des leur mise en évidence, été évaluées sur desitgranimales et ont montré une efficacité
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a ralentir voire inhiber la croissance tumoralénéiber le développement métastatique, et ce
sur des modeles tumoraux variés allant du mélanamearcinome pulmonaire de Lewis
(Kobler et al, 1995 ; O'Reilly et al., 1997). Nous reviendrgrias en détail sur certains de
ces inhibiteurs endogéenes de I'angiogenése darislgtre Il - 4.

La Figure B6 regroupe quelques inhibiteurs de lalifgration des cellules

endothéliales ainsi que leur cible cellulaire odégunolaire.

SU5416 Ac. anti VEGFR2

VEGF

Ac. Anti VEGF\)};__

Recepteur soluble

du VEGF
Endostatine
Cellules endothélial Angiostatine
Trombospondine
TNP 470
PF4

Figure B6 : Principaux agents inhibiteurs de la prdifération des cellules endothéliale¢d’'aprés
Klagsbrun et Moses, 1999).

Les inhibiteurs des facteurs pro-angiogéniques signtilés en bleu. Certains préviennent la liagion
VEGF a son récepteur (anticorps anti-VEGF ou al=¥-R2, récepteur soluble du VEGF) d’autre
comme le SU5416 inhibe la voie de signalisationivaet par le VEGF. Les agents inhibant

directement la prolifération descellules endothéti@ont en mauve.
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Il = 3 — 2. Inhibition de la migration des cellalendothéliales

La migration des cellules endothéliales peut &tindbée de deux fagons (Figure B7) :

en empéchant la dégradation de la MEC ou l'adhésies cellules endothéliales aux

composants de la MEC

Inhibiteurs de 'adhésion
des cellules endothéliale

S|
Ac anti intégrine }
IFN

Inhibiteurs des MMPs
Marimastat
Batimastat

TIMPS

Figure B7 : Cibles moléculaires et principaux agestinhibiteurs de la migration des cellules
endothéliales.(D’apres Klagsbrun et Moses, 1999).

Les inhibiteurs de la dégradation de la MEC sagnaliés en vert. En orange sont indiqués les
agents prévenant la I'adhésion des cellules enliais® & la MEC provisoire. Ces agents
ciblent des protéines exprimées par les celluldstliales. Ac : anticorps, IFN : interféron
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[l — 3 — 2 — 1. Inhibition de la dégradation dematrice extracellulaire

L’inhibition de la dégradation de la matrice exdtaire a pour but d’'empécher
l'invasion et la migration des cellules endoth&salket repose sur linhibition des enzymes
protéolytiques essentiellement des métalloprotémas

Parmi les inhibiteurs synthétiques des protéasésést dans des essais cliniques, le
batimastat, le marimastat ou 'AG3340 ont un sgectiaction étendu. Le marimastat fait
I'objet d’essais cliniques entre autre dans le eamltl sein, le mélanom@uirt et al, 2002,
Miller et al., 2002).

Ces inhibiteurs synthétiqgues n'ont pas de spéwfidiaction tissulaire ; ils peuvent
entraver l'action physiologiques des MMP et provagdes dommages osseux. L'utilisation
des inhibiteurs naturels des MMP les, «tissuebitdrs of metalloproteinases » (TIMP)

devraient permettre de minimiser ces effets secmwaiéKlagsbrun et Moses, 1999).

Il — 3 -2 — 2. Inhibition de l'interaction deslkedes endothéliales a la MEC

Les interférons (IFM, B) inhibent 'adhésion des cellules néoendothélialés matrice
et possedent tous les deux une activité antiangiggé in vivo (Brouty et Zetter, 1980 ;
Sidkyet Borden, 1987). L'IFM est d’ailleurs le premier agent angiostatiquasdtipour des
essais cliniques.

La stratégie visant a bloquer les intégringls et o,ps, par l'utilisation d’anticorps
dirigés contre elles, se révele efficace puisge’gihibe la croissance tumorale (Ruegal,
2002). La vitaxine, anticorps anti-intégrings, fait actuellement I'objet d’essais cliniques de

phase | et II.

Quelgue soit leur mécanisme d’action qu’ils inhibdirectement ou indirectement

I'angiogenese les inhibiteurs que nous venons dsepter sont tous capables de causer in
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vivo un retard de la croissance tumorale sur dedehes animaux et grand nombre d’entre
eux ont déja intégré des essais cliniques allariadehase | a lll. Le tableau B7 présente
quelques uns des essais cliniques actuellement ars cet utilisant des agents

antiangiogéniques
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VEGF

Composé Mécanisme d’action Essai clinique en cours
(juillet 2003)
Thalidomide Inhibiteur des récepteurs Phase I :
du b-FGF et du VEGF Gliome malin
SU6668 Inhibiteur des récepteurs du b- Phase I:
FGF, du VEGF et du PDGF Tumeur solide avancée
IMC-1C11 Inhibiteur du récepteur du Phase Il :

Cancer pulmonaire a petites cellule

U7

Rhu Mab VEGF

Anticorps monoclonal dirigé

Phase II:
Cancer rénal métastatique, lymphome,

contre l'intégrinen, 33

contre VEGF cancer de la prostate métastatiqug
Phases | et II:
BMS-275291 Inhibiteur synthétique des Sarcome de Kaposi
MMP Phases Il et lll :
Tumeur solide avancée
Phase l et l :
COL-3 Inhibiteur des MMP-2 et 9 Tumeur du cerveau,
sarcome de Kaposi
Néovastat Inhibiteur synthétique des Phase Il :
MMP Myélomes
Phase IlI :
Cancer rénaux, cancer pulmonaire
Vitaxine Anticorps monoclonal dirigé Phase l et ll:

Cancer colorectal avancé

Phase I, Ill :
Interférono-2 Inhibiteur du Tumeur solide avancée
b-FGF, et du VEGF Phase I, Il :
Tumeur solide
Phase | Il :
IL-12 Augmentation de I'interférom Sarcome de Kaposi
et IP10
Phase | :
CAl Inhibiteur du calcium Tumeur solide
Phase Il :

Cancer des ovaires

Tableau B7 : Quelques essais cliniques de théraatiangiogénique en cours en juillet 2003.

(D’aprés Cancer.gov, juillet 2003)
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Il = 3 —4. Inhibiteurs endogénes de I'angiogenése

Un nombre sans cesse croissant d’inhibiteurs emdsgale I'angiogenese sont
découverts. Certains d’entre eux sont d'un int@aaticulier car ils sont issus du clivage
protéolytigue de molécules n'ayant aucune actiaitangiogénique. Des composants de la
MEC peuvent libérer de tels agents : I'arrestiaecdnstatine sont produites par le clivage du
collagene 1V, I'endostatine par celui du collagefdll, la restine est issue de la dégradation
du collagene XV (Griffioen et Molema, 2000). La folyse de protéines plasmatiques peut
également libérer des facteurs ayant une actionargibgénique : c'est le cas du
plasminogene dont le clivage libere I'angiostatiiee role de ces composés dans
I'angiogenese physiologique et pathologique n'est pompletement élucidé, mais ils offrent
des opportunités pour supprimer I'angiogenese talapet ouvrent la voie de la thérapie
génique antiangiogénique.

Les plus étudiés de ces agents sont I'angiostatitiendostatine. Ces deux molécules
ont été isolées en partant de I'observation qu'tumeeur stimule sa propre croissance en
produisant des facteurs pro-angiogéniques maiskgait des inhibiteurs de I'angiogenése
qui, libérés dans la circulation, empéchent le Wpmement de foyers secondaires ou
métastases (Hanahan et Folkman, 1996). Ces deuxsagnt des inhibiteurs spécifiques et

puissantsn vivode la prolifération et de la migration des cekudmdothéliales.

Il -3 -4 —1. Angiostatine

L’'angiostatine est une protéine de 38 kDa résultantclivage protéolytique du
plasminogéne. Elle est formée de quatre sous uaiiékringles. Elle possede la propriété
d’inhiber la prolifération des cellules endothélcapillairesn vitro et I'angiogenésin vivo

sur un modéele de greffe de cornée.
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L’angiostatine, isolée a partir d’'un carcinome polraire est le premier facteur
endogene inhibant spécifiguement le processusidigemese qui a été isolé (O’'Reiky al,
1994a ; O'Reillyet al, 1994b). Des essais précliniques ont montré ¢aaministration
systémique de cette protéine chez la souris praiuésrégression considérable des tumeurs
mammaires, de la prostate et du colon et prévendiveloppement des métastases (O’Reilly
et al, 1996). Toutefois une administration répétée 'dagiostatine est nécessaire pour
obtenir une régression de la tumeur. Contraireraecg¢rtaines molécules utilisées dans les
traitements anti-cancéreux, il n’a pas été obsdevhénomene de résistance lors de cette

thérapie anti-angiogénique (Boelatal, 1997).

Il = 3 -4 — 2. Endostatine

L’endostatine est une protéine de 20 kDa, isolpartir d’'un hémangio-endothéliome
de souris, correspondant a la fraction C-termidaleollagene XVIII (O'Reillyet al, 1997).
Le collagene XVIII est un composant naturel de latrine extracellulaire des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins qui ne pogsexide propriété antiangiogénique. La
découverte de l'endostatine laisse entrevoir Itexise d'un contrble que les cellules de
I'endothélium vasculaire exerceraient sur la cesise des cellules tumorales, en générant le
relargage de facteurs solubles tels que l'endostatle mécanisme de génération de
I'endostatine par le collagéne fait intervenir @éegymes (élastase, cathepsine) produites par
les cellules endothéliales activées (Figure B8k &wymes vont couper le collagéne dans sa
région C Terminale composée de trois parties : omaine de trimérisation, une région
centrale ou sont localisés les sites du clivagéépigtique et une partie C Terminale de 22
kDa contenant I'endostatine, libérant I'endostatigai va jouer dans I'angiogenéese

physiologique un réle régulateur encore mal cotaitérstromet al, 2000).
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Cellules
endothéliales

Sécrétion d’enzymes
protéolytiques :

élastases \.
cathepsine 10 60 .

Domaine de trimérisation du 132 - 315 CIivage du collagéne
collagéne XVIII

Endostatine

10
—— + Endostatine

Reégion contenant les sites de /
clivage protéolytique

Figure B8 : Mécanisme de libération de I'endostatia a partir du collagene XVIII. (D'apres
Zatterstronet al, 2000).

L’analyse cristallographique de I'endostatine anperd’en déterminer la structure.
L’étude indique qu’il s’agit d’'une protéine compaoctt révele la présence de 11 résidus
arginine. Ces derniers permettent la liaison dedistatine avec I'héparine, base de
I'hypothese concernant I'action de I'endostatine lss cellules endothéliales (Hoheneser
al. 1998). En effet, I'endostatine pourrait exeroen sction antiproliférative en entrant en
compétition avec le b-FGF pour se lier aux héparandfates et de ce fait perturber la
transmission du signal mitogénique (Chat@l, 1999). Toutefois, ce mécanisme ne semble
étre qu'une des composantes permettant une achbibitrice de I'endostatine sur
'angiogenese. En effet, une interaction de I'etaliise avec les intégrines a également été

mise en évidence (Rehet al, 2001).In vitro, I'endostatine inhibe spécifiquement la
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prolifération des cellules endothéliales et estingucteur de I'apoptose cellulaire (Dhanabal

et al, 1999b).

Boehm a le premier mis en évidence laction ani@g@nique in vivo de
'endostatine. L’injection systémique de 20 mg/kgfi d’endostatine recombinante a des
souris porteuses d’'un carcinome pulmonaire provamesinhibition du développement des
métastases et de la croissance tumorale, pouMantudqu’a une régression de la tumeur a
un stade microscopique. Comme dans le cas de distagine, aucun phénomene de résistance
n'a été décelé lors de cet essai (Boatmal, 1997 ; Kerbekt al, 1997).

De nombreuse études menéasvivo sur des modeles tumoraux de meélanome,
fibrosarcome, carcinome pulmonaire de Lewis etsatilt I'endostatine aussi bien sous forme
protéiqgue que sous forme de thérapie génique ontrenque cet agent inhibe la croissance de
tumeurs primaires, prévient I'angiogenese tumagala dissémination métastatique (O’Reilly
et al, 1997 ; Dhanabadt al., 1999c ; Yokoyamat al, 2000). Toutes ces études suggerent
que l'endostatine agit de maniere spécifique enbantt I'angiogenese tumorale et sans
affecter directement les cellules tumorales. Ceslt#ts ont généré beaucoup d’espoir,
I'endostatine est rapidement apparue comme étadéesimhibiteurs les plus prometteurs.

Des essais toxicologiques et cliniques de phase éte initiés tres peu de temps apres
la découverte de cette protéine. Ces études, demébultats ont été récemment publiés, ont
montré que I'endostatine n’était pas toxique et deg doses équivalentes a celles efficaces
chez I'animal pouvaient étre facilement atteinteszc’homme (Herbstt al, 2002 ; Thomas
et al, 2003). Par contre ces essais se sont révélévat#s en ce qui concerne l'efficacité
antitumorale de [I'endostatine, aucune réponse giertini aucune diminution de la

vascularisation tumorale n‘ayant été observéesnjaket al, 2003).
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Il -3 -4 — 3. Troponine | musculaire

La recherche de nouveaux inhibiteurs de I'angiogerg permis récemment a Moses
(1999) de mettre en évidence, pour la premiére laiprésence de l'isoforme du muscle strié
a contraction rapide de la troponine | (Tnl) damschrtilage, tissu non vascularisé et
fournisseur de nombreux inhibiteurs endogéenesatwjibogenese (Moset al, 1999). La Tnl
est la sous unité régulatrice du complexe des hiogs et est impliquée dans la régulation de
la contraction musculaire (Figure B9). Jusqu’autét de Moses, la présence de cette protéine

dans un tissu autre que les muscles n’avait jaétaisapportée.

Filament fir

Figure B9 : Réle de la Tnl dans la contraction musadaire. (D’aprés Farah et Reinhard, 1995).
La Tnl interagit avec la TnC de maniére calcium afiante. Au repos la Tnl empéche la

fixation de la téte de myosine sur I'actine. Au iode la contraction musculaire, la fixation du
calcium a la TnC entraine un changement conformiagibde la Tnl et de la tropomyosine, permettant

la fixation de la téte de la myosine sur I'actine

La Tnl existe sous trois isoformes : des isoforaiesnuscle squelettique lent et rapide
et l'isoforme cardiague qui est relarguée dans ilaulation juste aprés un accident

cardiovasculaire (ischémie, infarctus). Du fait s cardiospécificité importante, la Tnl
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cardiaque est l'isoforme la mieux connue et soragesst couramment utilisé en diagnostic
clinique d’'ischémie myocardique (Plebatial, 2001).

Moses a montré que l'isoforme du muscle squeledt@wontraction rapide de la Tnl
est un puissant inhibiteur de I'angiogenese aussiib vitro qu’in vivo. La mise en évidence
de son action antiangiogénique est récente, paud#e relatives a I'action de cette protéine
sont menées a ce jour, les connaissances concem@amhécanisme d’action sont minimes
(Moseset al, 1999 ; Feldmaret al, 2002). Une des hypothéses émises est que la Tnl,
protéine riche en lysine, se lie a I'hnéparane-salfaotéoglycanne de la surface cellulaire et

entre ainsi en compétition avec le b-FGF et peat{étVEGF.

Les produits antiangiogéniques, synthétiques ouwoggmkes, que nous venons de
présenter ont montré leur efficacité dans diffegenbdeles tumoraux. Ils peuvent inhiber ou
ralentir la croissance tumorale et maintenir lesramétastases a I'état dormant, rendant leur
administration possible en traitement adjuvant tti€sapeutiques conventionnelles. Un bon
nombre d’entre eux (environ une quarantaine) soqliqués dans des essais cliniques de
phase | a lll.

Toutefois la thérapie antiangiogénique telle ge’adst appliquée a I'heure actuelle
présente certaines limitations. La thérapie ani@@nique repose pour linstant sur
I'administration répétée par voie systémique de pasBs pharmacologiques ou d’inhibiteurs
endogenes, qui peuvent présenter des effets semmdan négligeables. Ces agents peuvent
diffuser dans tout I'organisme et risquent de pbeu les processus de néovascularisation
physiologiques. De plus, une des principales liméd'utilisation des inhibiteurs endogenes

de l'angiogenése dans des essais cliniques restdifflaulté a produire les quantités
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importantes de protéine, ayant une courte vie giqlee, nécessaire a la thérapie (Dhanabal
al., 1999a).

Une administration de ces inhibiteurs sous formetld®@apie génique parait une
alternative intéressante, c’est donc vers une apprae thérapie génique antiangiogénique

que I'on s’oriente.

[l — 3 — 5. Thérapie génique antiangiogénique

La thérapie génique permettrait une amelioratiantd@tements conventionnels grace
a une production locale importante de I'agent théuique. Dans l'idéal, le transfert d’'un
gene antiangiogénique dans un organe cible speeifigrmettrait d’obtenir une expression et
une activité de la protéine thérapeutique uniquénaenniveau de la tumeur. La thérapie
génique fournirait également un effet antiangiogéailocal constant dans la mesure ou
I'expression du transgéene persiste dans le tengpthdrapie génique antiangiogénique suscite
ces depuis quelgues années un grand intérét, nd granbre de groupes s’intéressent a cette
approche.

Les méthodes de transfert et les genes utilisésr pau thérapie génique
antiangiogénique sont aussi nombreux que les m®tiéheoraux utilisés. Si dans les premiers
temps les vecteurs viraux étaient les plus utilidésfait des risques liés a leur utilisation on
note un intérét croissant pour les techniquesaitestert non virales, particulierement pour les
liposomes cationiques (Che al., 1999 ; Saccet al, 2001). Ces derniers sont d’'un usage
plus sOr que les vecteurs viraux et possedent (im@tea particuliere pour les cellules
néoendothéliales tumorales (Krasnéti al, 2003). Cette particularité fait des liposomes
cationiques des vecteurs de choix pour une apicae thérapie génique antiangiogénique,
permettant, apres administration par voie intramese, I'adressage des génes dans les

cellules endothéliales.
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La thérapie génique antiangiogénique a pour but dei bloquer les facteurs

proangiogeniques soit de stimuler les inhibitews$ahgiogenese.

[l — 3 -5 — 1. Inhibition des facteurs proangiomgies

C’est essentiellement le VEGF, qui est la ciblecdde approche. Les stratégies de
thérapie génique employées pour bloquer directetleeMEGF ou sa voie de signalisation
sont variées : elles vont de l'utilisation d’ARNmt&ens a la modification de la séquence
codante d'un récepteur au VEGF, entrainant une fioation de sa structure (Chexn al,
1996, Imet al, 1999). Millauer a montré, chez la souris athymigue l'infection de cellules
endothéliales par un rétrovirus codant le récepdeiV EGF muté était capable de bloquer la
signalisation du VEGF et de bloquer la croissaneegkibblastome (Millaueet al, 1996).
L’approche consistant a transfecter les cellulenomales par un ADNc codant pour un
récepteur soluble du VEGF a montré son efficacii@hgber la croissance tumorale dans
plusieurs modéles tumoraux dont un modéle de fdvomsne humain et un de neuroblastome

(Goldmanet al, 1998 ; Davidofkt al, 2001).

Il - 3 -5- 2. Augmentation des facteurs proaggroques

La mise en évidence des inhibiteurs endogenesangitigenése a ouvert la voie a
cette application de thérapie génique, et grandonerd’essais de thérapie génique a pour but
d’augmenter les stimuli antiangiogéniques. Le bstt &ors d’induire la synthese et la
sécrétion, par les cellules tumorales ou endotleéliad’une protéine possédant une action
spécifique des cellules endothéliales. Parmi lagoiteurs naturels de I'angiogenese les plus

impliqués dans des protocoles de thérapie géenigi®sgvent I'angiostatine et I'endostatine.
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Le transfert du gene de l'angiostatine inhibe lamiation des vaisseaux, le
développement tumoral et bloque le processus naéitast dans des modeles carcinome, de
gliome (O’Reillyet al, 1996 ; Zhangt al, 2000 ; Fukumori et al., 2002).

L’endostatine est elle aussi évaluée dans différemdeles tumoraux avec plus ou
moins de succes. Le transfert du géne de I'endostarévientin vivo la croissance et la
dissémination métastatique de certains modélesraurgcarcinome pulmonaire, cancer du
sein, cancer du colon) (Boehmet al, 1997 ; Chenet al, 1999 ; Dkhissiet al, 2003).
Cependant I'endostatine se révéle par contre oeféi, appliquée sous forme de thérapie
génique, a induire un quelconque effet dans desclesdie leucémie ou de neuroblastome
(Eistereret al, 2002 ; Jouanneat al, 2002). Ces résultats pourraient étre des inglicatde
I'existence d’une certaine action tissu-spécifiglee 'endostatine rapportée récemment par

Dkhissi (Dkhissiet al., 2003).

La thérapie génique autorise des approches plugnales que les thérapeutiques plus
conventionnelles. Elle permet de construire degmmes chiméres résultant de la fusion des
genes codant pour deux protéines. La statine, irddua fusion du gene de I'angiostatine et
de I'endostatine induit une réponse antiangiogéniqupérieure a celle observée lorsque
chaque gene est utilisé seul (Scappattail, 2001).

La thérapie génique antiangiogénique est une approelativement nouvelle
comparée aux stratégies conventionnelles et maldjie sa validité pour étre appliquée en
traitement adjuvant de tumeurs solides ; elle agable d’induire dans de nombreux modeles
animaux des retards de croissance de la tumeur.

Quelgues unes des stratégies de thérapie génicqaleéés a I'heure actuelle sont

regroupées dans le tableau B8.
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7

Gene Vecteur Modele
et réponse observée
VEGF antisens AAV In vivo:
Carcinome HNSCC
Inhibition de la croissance tumorale
FLT-1 soluble Adénovirus Invivo : fibrosarcome HT-1080
Inhibition de la croissance tumorale
Récepteur VEGF-2 Rétrovirus I'n vivo : Tumeur rénale murine/ neuroblastom
murin
Diminution de la croissance tumorale
Antagoniste Adénovirus In vivo : Carcinome du colon souris nude
uPA/UPAR Inhibition de la dissémination métastatique
Allongement de la survie
Récepteur soluble Tie2 Adénovirus In vivo

Inhibition de la dissémination métastatique

Tableau B8 : Quelques exemples de thérapie génigaatiangiogénique visant a inhiber les

stimuli pro-angiogéniques
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Gene Vecteur Modele
et réponse observé
Angiostatine AAV Invivo : Gliome de rat
Inhibition de la croissance tumorale
Ralongement de la survie
Liposome Invivo : Cancer du sein murin

Inhibition de la croissance tumorale
et de la dissémination métastatique

Endostatine

ADN plasmidique

In vivo : Carcinome mammaire Mca-4 murin
Inhibition de la croissance tumorale
Diminution de la vascularisation tumorale

1%

e

Liposome Invivo : Cancer du sein murin, tumeur hépatique
Inhibition de la croissance tumorale
et de la dissémination métastatique
Adénovirus Invivo : Cancers du colon (HT29 ; C51)
Inhibition de la croissance tumorale
Diminution de la vascularisation tumorale
IL-4 Rétrovirus Invivo : Gliome murin et de rat
Diminution de la croissance tumorale
IFN-a
Rétrovirus Invitro: Inhibition de la migration de cellules
endothéliales
In vivo : sarcome de Kaposi sur souris nude:
réduction de la croissante tumorale
IFN-p Transformatiorin In vivo : Cancer de la prostate PC-3M souris nud
vitro de cellules PC- | Inhibition de la dissémination métastatique, dintiom
3M de I'angiogenése tumorale
TIMP-1 Adénovirus Invitro : Cellules endothéliales BAE
Inhibition de la migration des cellules endothégal
TIMP-2 Liposome Invivo : Carcinome hépatique HUH7 sur souris nu
Inhibition de I'angiogenéese tumorale et Augmentat
de la nécrose tumorale
TSP-1 Liposome
p53 Liposome Invivo : B16-F10 mélanome murin
Inhibition de la dissémination métastatique
PF-4 Rétrovirus Invivo : Glioblastome

inhibition de la croissance tumorale

Tableau B8 (suite) : Quelques exemples de thérapgiénique antiangiogénique visant a

augmenter les agents anti-angiogéniques
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Certes des améliorations restent a apporter aélaple génique antiangiogénique,
concernant notamment les systemes de transfeet @iritrble de I'expression des genes. I
reste a mettre au point des vecteurs permettanigaianter et de maintenir des taux
d’expression du transgéne élevés, d'induire uneession spécifiqgue du tissu, et de réguler
cette expression. Il faut certes que le facteuriog@mique puisse étre produit de facon
prolongée mais il faut aussi que cette product@hlsnitée a la tumeur. Si des améliorations
concernant I'adressage des vecteurs ont déja pttéps, on maitrise encore mal la durée et
le niveau de l'expression d'un transgene. Si celtdsit étre suffisante pour maintenir une
concentration efficace de la protéine d’intéréhelfaut pas non plus qu'elle soit excessive ou
méme continue. C'est donc vers une régulation tBegmn des genes (choix de séquences
régulatrices ou systeme d'expression conditionnglle les nouvelles stratégies de thérapie
génique devront s’orienter (Fusseneger, 2001).

Malgré les améliorations restant a apporter, dbteapie nous apparait une approche
d’avenir. Elle possede une toxicité moindre queheniothérapie, est applicable en théorie a
un grand nombre de tumeurs dépendant de l'angisgemé permettrait d’obtenir une
expression de la protéine thérapeutique localiggaweau de la tumeur évitant ainsi les effets
secondaires. De plus le développement des vectrurgansfert non viraux tels que les
liposomes cationiques permet une application plus de cette thérapie, et un certain ciblage

tumoral.
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Aucun essai de thérapie génique antiangiogénigneecnant I'ostéosarcome n’a été a
ce jour rapporté. L'ostéosarcome, tumeur tres dagsge et a un fort potentiel métastatique,
est pourtant le type méme de néoplasme pouvantfibénéles avantages de la thérapie
génique antiangiogénique. Cette approche thérapeuti’entraine pas de résistance comme
la chimiothérapie, et prévient en théorie la digsé@tion meétastatique ; elle devrait donc
permettre de maintenir I'ostéosarcome au stadardeur locale.

Dans ce contexte de mise au point d'une thérapiggé antiangiogénique applicable
a l'ostéosarcome nous avons comparé l'effet de dgunes, I'endostatine et la Tnl, sur un
modele d’ostéosarcome de rat reproduisant les téaistmues de I'ostéosarcome humain.
Nous avons choisi d’utiliser des liposomes catioagcomme vecteurs de genes, plus sdrs et
moins colteux a produire que les vecteurs virawandcette étude nous souhaitons pouvoir
mettre en évidence la validité de la thérapie gémigntiangiogénique non virale pour le

traitement adjuvant de I'ostéosarcome.
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MATERIEL ET METHODES
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|. Techniques de biologie moléculaire appliquéks a

construction du plasmide recombinant pSecTnlTag

| — 1. Extraction des ARN totaux

Cette opération est réalisée dans le but d'isdRN messager (ARNm) de la
Troponine | musculaire humaine (Tnl) a partir d'inagment de muscle squelettique.
L’extraction est effectuée a I'aide du réactif 4olre Isolation Reagent » (Roche, Meylan,
France).

Les cellules musculaires sont lysées dans la saoldtripure (1 ml/100 mg de muscle)
et incubées 5 min a température ambiante pouradessies complexes nucléoprotéiques. Du
chloroforme (0,2 ml/ml de Tripure) est ensuite &oulLes phases sont séparées par
centrifugation (12000g, 4°C, 15 min). Les ARN totdacalisés exclusivement dans la phase
agueuse supérieure, sont récupérés et precipltésl@ d’'isopropanol (vol/vol) et lavés par
une solution d’éthanol a 75%. Le culot est séchg mpris dans 2Ql d’eau stérile contenant
du diéthylpyrocarbonate (DEPC). La qualité des Aé¥iicontrblée par électrophorese sur un

gel d’agarose 1%.

| — 2. Transcription inverse (RT)

La transcription inverse permet de transcrire urNARen son ADN complémentaire
(ADNCc) a l'aide de la transcriptase inverse. Cettgyme a pour substrat les ARN a partir
desquels elle synthétise un brin complémentaireD#NA grace a une amorce polydT
s’hybridant sur la séquence polyA des ARNm. Ceattdhnique est réalisée en utilisant le kit

« Superscript Preamplification System » (Invitrog€broningen, Pays-Bas). Elle permet
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d’obtenir et d’amplifier une partie de la séquenodante du gene de la Tnl a partir de muscle
squelettique humain.

Dans un premier temps, 3 aud d’ARN totaux sont incubés avec uf d’oligodT
pendant 10 min a 70°C dans un thermo-bloc chauff@nbcodile 1, Q-Biogen, lllkirch,
France). Le mélange est ensuite refroidi dansdaegpuis pré-incubé 5 min a 42°C avec le
tampon de la transcriptase (tampon de transcrigt}orMgCkL 2,5 mM, dNTP 0,5 mM, DTT
10 mM). La synthése de '’ADNCc est effectuée a 4p&@dant 50 min en présence de 200 U
de transcriptase inverse qui est ensuite inacfpa&eune incubation de 15 min a 70°C. Enfin

la matrice d’ARN est éliminée par I'action de 2 &RNase H, 20 min & 37°C.

| — 3. Réaction de polymérisation en chaine ou PCR
La réaction de polymérisation en chaine (PCR) pediamplifier une séquence spécifique
d’ADN présente en faible quantité.

L’ADNc monocaténaire obtenu a l'issue de la RT astplifié par PCR. Cinqu de
produit de RT sont incubés avec 0,5 U de DNA polasé deThermus aquaticu@Biogen)
en présence de tampon 1X, de dNTP 0,2 M et d’'ammdigemM dans un volume réactionnel
de 50ul. Les amorces utilisées pour le clonage de I'ADdécla Tnl sont choisies d’apres
Moses (1999). Ces amorces possedent des basefesgj@signalées en bleu) afin de permettre
la ligation du produit de PCR dans le vecteur pidgyue selon le protocole « DiTriSec ». La
séquence nucléotidigue de ces amorces qui perrméaeplification d’'une séquence de 552
pb est :

Amorce sens : 56CTATC GGAGATGAGGAGAAGCG 3

Amorce antisens : 55CTACCGGACTCGGACTCAAACAT 3
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L’amplification est effectuée dans un thermocyclebrocodile 11 (Q-Biogen) et

comporte les étapes suivantes :

Phase Durée Nombre
et température de cycles
Dénaturation 2mina 94 °C 1
Dénaturation 1 minag4-°C
Hybridation 1 minabs9 °C 35
Extension 1mina72°C
Extension 2mina72°C 1

Tableau M1 : Programme PCR pour amplification de laséquence codante Tnl.

La PCR est une méthode d’amplification sensiblrisipurs contrdles sont inclus lors
des réactions afin de s’assurer de I'absence damamation des échantillons par de 'ADN
exogene :

- un contrdle négatif de PCR, obtenu par réactivec les amorces spécifiques du gene

d’intérét et un ARN contrdle du kit

- un contrdle positif obtenu par réaction de I’ARbhtrole avec ses amorces spécifiques.
Les produits de I'amplification sont déposés surdjagarose 0,8% afin de vérifier

leur taille. Une confirmation de lidentité des guits obtenus par PCR est réalisée par

digestion des fragments amplifiés par I'endonu@éds restrictiorPvu Il qui génere deux

fragments de taille 205 et 347 pb.

Les produits de I'amplification sont purifiés seltm protocole du kit « QIAquick
Purification » (QIAGEN) puis dosés en spectrophaitiia. La méthode de dosage est décrite

au paragraphe | — 4
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| — 4. Quantification des acides nucléiques entspglsotométrie
La concentration d’'une solution en ng d’acides @igeclesil est calculée selon la
formule :

A (260) xe x Vr
Ve

A (260) est I'absorbance mesurée a 260 nmet\We sont respectivement le volume
total de la réaction et le volume de I'échantilidacides nucléiques enl. ¢ représente le
coefficient d’extinction molaire spécifique pouratfue acide nucléique : 33 pour I'ADN
monocaténaire, 50 pour ’ADN bicaténaire et 40 dGARN.

Le rapport des absorbancesh@o nm €t A2go nm indique la pureté de la solution.
L’absorbance & 280 nm donne une estimation de datiji@ de protéines dans I'échantillon.

Le rapport doit étre supérieur a 1,8 pour les ADM 2 pour les ARN.

| — 5. Electrophorese en gel d’agarose

Les ARN ou les produits de PCR dilués dans du tamghantillon 6 X (xylene
cyanol et le bleu de bromophénol 2,5 mg/ml, glytéfd %, eau distillée 40%) sont séparées
par une électrophorese en gel d’agarose dans daotamAE (TAE 50X : Tris-HCI 0,5 M,
acide acetique 50 mM, EDTA 50 mM, pH 7,4) et erspnee de bromure d’éthidium (BET)
0,5 ug/ml. Le BET ¢<s’intercale entre les bases des acidesléiques et permet leur

visualisation lors de l'irradiation par les UV.
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| - 6. Construction du plasmide pSecTnITag

| —6—1. Plasmide pSecTag2C

La séquence codante de la Tnl est insérée danscteur plasmidique pSecTag2C
(Invitrogen).

Les principales caractéristiques du plasmide pSgzBant présentées dans la Figure
ci-dessous. Ce plasmide comporte deux séquendasupares :
- une séquence de sécrétion, la séquence siglild gemurine, permettant I'exportation de la
protéine d’intérét dans le milieu de culture.
- une séquence codant pour I'épitope c-myc endvdliICS, qui permet, si le cadre de lecture

est conservé, de détecter la protéine de fusigu(&iM1).

ATG | gk Leader BEEETEIr MG EECEEN mycopitops ((Hisl TAA

Figure M1 : Schéma du plasmide pSecTag?2 (Invitroggn
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| — 6 — 2. Clonage de I'ADNc de la Tnl dans le ptade : méthode
« Di/Tri-Sec »

La méthode de clonage utilisée est appelée « B8&cd» (Roche), a été décrite par
Vieira (Vieira et Messing, 1987). Le principe deteetechnique, qui permet de réduire les
insertions non spécifiques de '’ADNc dans le vectiiclonage, est représenté sur la Figure
M2 et se décompose en 2 parties:

- modification du produit de PCR et du plasmide
- ligation du gene d’intérét dans le plasmide lirggri

Le produit de PCR et le plasmide sont modifiés dmigre a permettre le clonage du

produit de PCR au niveau du sitenHi lll du « Multiple Cloning Site » (MCS) du vecteur

pSecTag2C.

| -6 —2— 1. Préparation du plasmide et du ptatiPCR
| —6—-2-1-1. Linéarisation du plasmide
Le plasmide linéarisé parihdl Ill est modifié par adjonction de bases au niveasite
de restriction afin d’éviter tout phénomeéne deigeation sur lui-méme. Le plasmide linéarisé
(5 ng) est incubé avec des nucléotides triphosphat€BRd0,1 mM) et une enzyme (Klenow
polymérase, 20 U), pendant 15 min a températurdaanteh afin de remplir les extrémités 3’

sortantes du vecteur.

| -6 —-2—-1- 2. Modification du produit de PCR

La séquence codante de la Tnl obtenue par PCRnesbée en présence de
nucléotides triphosphates (dTTP, 2 mM, Q BiogenjleetT4 DNA polymérase (1 Wl), la
réaction se déroulant a 12°C pendant 30 min. L'em&gst ensuite inactivée par chauffage a

80°C pendant 15 min.
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1) Modification de I'insert Tnl

ARNmM
l RT
ADNCc
S _—
GCTA+ Amorce Tnl 3

Amorce Tnl+ ATCG
e ——

GCTA ........................................... TAGC
CGAT =sreresrarasarasmsrarasnsrassssarnssnsasn ATCG
3 5
Purification
des produits PCR
TADNA golyméraseﬂTTP
(Activité 3'-5' exonucléasiqug
5 3
GCTA sressesmsmtmsatamscrmsmre s sssassnan T
'F ......................................... ATCG
3 5
. L AAGCTT
2) Modification du vecteur digéré par Hnd Il TTCGAR
5
A AGCTT
TTCGA A
31
l Klenow polymérase +dATP
(activité 5’-3’ exonucléasique)
5
AA AGCTH+——
TTCGA AA
3!
3) Ligation insert et plasmide modifiés
AAGCTA ............................... TAGCTT
TTCGAT .............................. ATCGAA

Figure M2 : Schéma du protocole « Di/Tri-Sec »
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| -6 —2—2. Ligation

L’ADNc de la Tnl modifié et le plasmide linéarisérg purifies séparément par
précipitation avec 2,5 vol d’éthanol absolu / Ogl acétate de sodium 3M puis lavés dans de
I'éthanol 70%. Chaque culot est séché et repriss d2hul d’eau distillée stérile et la
concentration de la suspension est déterminée gentrephotométrie. Afin de réaliser la
meilleure ligation possible, I'insert et le plasmidoivent étre apportés dans des proportions

précises, situées entre 10 et 20 molécules d’'ipsennolécule de plasmide.

Le nombre nécessaire a la réaction de molégulpsur chaque acide nucléique est
déterminé a I'aide de la formule suivante :
M = [concentration de '’ADN (g/IxN] / poids moléculaire de l'insert (g/mol)

N : nombre d’Avogadro = 6,02. 8

La ligation est réalisée par incubation a 15 °Cdaem 15 h du mélange réactionnel ci-

dessous.

Composé Quantité
pSecTag2C 270 ng
Produit de PCR modifié 20 ng
Tampon de ligation (10X) 1X
T4 DNA ligase 33U
H,O stérile pH 7 gsp 20

Tableau M2 : Composition du mélange réactionnel diégation
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Le plasmide recombinant issu de la ligation estménpSecTnITag.

Au cours de notre travail, nous utilisons un ayptasmide recombinant: le plasmide
pSecEndo contenant la séquence codante de I'etidestaurine. Ce plasmide est le produit
du clonage de I'endostatine murine dans le veqiSecTag2, réalisé précédemment par notre

equipe.

| — 7. Amplification des plasmides recombinants

| — 7 — 1. Transformation bactérienne

La transformation est réalisée par choc thermidiee.produit de ligation, ou le
plasmide commercial (pSecTag2) (50ng) est mélandg® al de bactéries compétentes
Escherichia coliJM 109 (Promega, Madison, USA). L’ADN pénéetre @térieur des
bactéries a la suite d’'un choc thermique : 'endenpbacé 20 min dans la glace est ensuite
incubé 45 a 50 s a 42°C puis de nouveau dans ¢& glendant 2 min. La prolifération des
bactéries transformées est initiee par une incoibatil h a 37°C sous agitation dans 900
de milieu SOC (2g Bacto-Tryptone, 0,59 Bacto-Ydastract, NaCl 1 M, KCI 1M, MgGl
2M, Glucose 2M). Des fractions de 100 a 20@e ce meélange sont ensemencées sur boites
de gélose LB-agar (Sigma) contenant 1Q@/ml d’ampicilline (Q-Biogen) comme
antibiotique de sélection spécifique du plasmide. droissance des clones bactériens

s’'effectue sur la nuit a 37°C.
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| — 7 — 2. Amplification et extraction d’ADN plasdigue

| — 7 — 2—1. Minipréparation

Le but de la minipréparation est de vérifier I'itiedhdu produit de ligation.

Des colonies bactériennes sont prélevées sur léssbde gélose. Chacune des
colonies est inoculée dans 5 ml de milieu LB liguisupplémenté par I'ampicilline (100
ug/ml). Ces échantillons sont incubés a 37°C soitatamn, une nuit.

Un souchier est réalisé, en mélangeant stérile@@Mil de suspension bactérienne a
300ul de glycérol et stocké a - 80°C, le reste de &pension est centrifugé (700 g, + 4°C, 10
min). L'ADN plasmidique contenu dans le culot baieté est purifié suivant le protocole du
kit « High Pure Plasmid Isolation Kit » (Roche).

Une digestion du plasmide recombinant est réajisdd’enzyme de restrictioRvu Il ayant
un site de coupure unique dans l'insert (en posiB7 de I'insert) et 2 sites de coupures dans
le plasmide. La taille du fragment caractéristigigel’insertion est de 772 pb si 'ADNc est

inséré dans le sens correct, et de 627 pb poseliion « antisens » de '’ADNCc.

| -7 — 2 — 2. Maxipréparation et gigapréparation

Cette technique est utilisée pour la production RNA plasmidique en grande
quantité ; jusqu'a 8 mg d’ADN peuvent étre obtepas gigapréparation. Les kits utilisés
(Qiafilter Endofree de Qiagen) permettent I'élintina des endotoxines présentes dans les
échantillons. Les endotoxines sont des composaatshmanaires des bactéries qui peuvent
réduire I'efficacité de transfection, ou entraingre activation du systeme du complément
chez I'animal.

Une fraction du souchier correspondant au plasmadembinant (12@l et 600ul) est
ensemenceée dans 500 a 2500 ml de milieu LB respentint pour une maxipréparation et

une gigapréparation, en présence d’ampicilline ({@@enl). L'ensemble est incubé une nuit a

95



37°C sous agitation. Le protocole appliqgué powolément de plasmide est celui du kit. La
pureté des ADN extraits suivant ces préparationsnge de les utiliser soit pour la

transfection de cultures cellulaires soit pourdesiplexer a des liposomes cationiques.

I1. Culture cellulaire

Il — 1. Culture de la lignée cellulaire d’ostéosane 1547

Les cellules d’ostéosarcome utilisées (CRL 1540yiennent de I'ATCC. Elles sont
issues de la transformation par 0,01 ml MNNG (NfwEN’-nitro-N-nitrosoguanidine,
nitrosamine cancérigene) d’'une autre lignée cetkillasseuse HOS (ATCC CRL-1543).
Cette lignée est capable de produire des tumetésgeniques chez la souris « nude ».

Les cellules adhérentes sont cultivées dans deumitiMinimum Essential Medium »
(MEM, Invitatoire) contenant 25 mM d’HEPES. Le rmili est supplémenté par 2 mM de L-
glutamine, 100 U/ml de pénicilline, 1Q@/ml de streptomycine et 10% de sérum de veau
foetal (BioWhitaker, Verviers ; Belgique) décomplé@epar chauffage a 56°C pendant 30
min. Ces cellules sont cultivées dans un incubateemmostaté a 37°C, dans une atmosphére
humide contenant 5% de G.Q.e milieu de culture est renouvelé tous les Jauss.

A confluence, le milieu est éliminé et le tapislakeire lavé par un tampon phosphate
stérile (PBS 1X : NaCl 1,38 M, KCI 27 mM, PO, 31 mM, KH,PO, 14,7 mM, pH 7.4).
Les cellules sont détachées de leur support pabaimn de 5 min avec une solution de
trypsine-EDTA (Invitrogen). L'action de la trypsirest inhibée par addition de milieu de
culture complet, les cellules sont centrifugées {1, +4°C, 1200 rpm) puis remises en
culture dans du milieu a la densité souhaitée. igmérations cellulaires sont effectuées a
I'aide d’'une cellule de Malassez. Le pourcentaggidkilité est estimé par le test d’exclusion

au bleu trypan.
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Il — 2. Culture de la lignée cellulaire endothdiadlbvine (EJG)

Les cellules endothéliales capillaires utiliséesRI(C 8659, EJG) proviennent
également de I'ATCC. Cette lignée dérive du tissédnto-surrénal bovin dissocié par la
collagénase. Le milieu de culture des cellules #rd@iales est le méme que celui utilisé pour
les cellules 1547, supplémenté en acides aminéssgantiels a 1% (Invitrogen).

La culture de routine et la numération sont efféetupar les mémes méthodes et dans les
mémes conditions que pour les cellules d’ostéosaec®our les expérimentations, du b-FGF

est ajouté a raison de 6ng/ml, au milieu de culde®cellules EJG.

Il — 3. Culture de la lignée cellulaire humaine HEW

Les cellules HUVEC proviennent de la firme Clonet{@Valkersville, U.S.A.). Ces
cellules primaires d’origine humaine sont isolées ld veine ombilicale. Elles sont
maintenues en culture dans du milieu spécifiquedoEhelial Growth Medium (milieu EGM,
Clonetics contenant du b-FGF, « human Epidermal@rd-actor » (h-EGF), VEGF (chacun
a 12 ng/ml), gentamicine : 100 U/ ml, amphotéricd1e100 U/ ml, SVF 2%). Ces cellules
sont cultivées dans un incubateur thermostaté &,3¥ans une atmosphere humide (95%), a
5% de CQ. La culture de routine et la numération sont effées par les mémes méthodes et

dans les mémes conditions que pour les celluleg ébEJG.

Il — 4. Coculture verticale de cellules 1547 et EJG

Afin de démontrer que la protéine codée par lessmpides recombinants est
fonctionnelle et possede une activité inhibitrice Is. prolifération des cellules endothéliales,
des expériences de coculture verticale sont réslisee principe et le déroulement de la

coculture verticale sont resumés dans la Figure M3.
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Le milieu de culture des cellules 1547 électroppréemportant un antibiotique de
sélection, une phase de pré-culture est realiséeoars de laquelle les cellules 1547 sont

maintenues dans le milieu des cellules EJG saitsa@igue.

Les cellules EJG sont ensemencées en plaque 24 aula densité de 10 000
cellules/cmz?, au temps TO et maintenues dans ledittans de culture normales durant 48 h.

Les cellules 1547 sont ensemencées dans les idgectsculture (Tissue Culture Inserts
membrane de polycarbonate @y, Nunc) a la densité de 3000 cellules/cmz?, daksr),de
milieu de culture 24 h apres les cellules EJG. Bend4 heures, les cellules 1547 adherent
sur leur support, puis les inserts sont placésamtact des cellules EJG. La coculture est
poursuivie pendant 13 jours, le milieu de cultuse ghangé par aspiration tous les deux ou
trois jours. Les cellules 1547 arrivant a conflumaprés 5 jours de culture, les cupules sont
remplacées tous les 4 jours par de nouveaux insentenant des cellules 1547 confluentes a
25%.

Des comptages des cellules EJG sont effectuéslésu@/3 jours. La mortalité est

déterminée par le test d’exclusion au bleu trypan.
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= Insert de coculture

TO : ensemencement des cellules EJG %

TO + 24 H:ensemencement des cellules 1547

Cellules EJG, TO+48 h

30% confluentes
+ %

|\ J A
Y Cellules 1547

Coculture verticale

Cellules 1547

Cellules EJG,

Culture jusqu’ a confluence l
des cellules 1547

Nouveaux inserts, cellules
1547 25% confluentes

—

Figure M3 : Principe de la coculture verticale.

99



Il — 5. Courbes de croissance

La croissance des cellules est déterminée sudurée de 6 a 15 jours. Les différentes
lignées cellulaires sont ensemencées dans desegléafupuits avec 1 ml de milieu, a une
densité de 5000 cellules/énpour les cellules 1547, et de 10000 celluleé/dans le cas des
cellules EJG. Une numération quotidienne pour édisiles 1547, et tous les 2/3 jours pour les
cellules EJG est effectuée comme suit : le tapislage est lavé par une solution de PBS,
puis soumis a I'action de la trypsine (L0Puits). Les cellules sont ensuite reprises dans d
milieu complet et centrifugées. Le culot cellulagst remis en suspension dans un volume de
milieu approprié. Par puits, quatre aliquotes deu5€ont prélevées et mélangées aubde
bleu trypan. La numération est effectuée a l'aitlemel lame de Malassez, le nombre de
cellules par crhest obtenu & l'aide de la formule suivante :

N (Nombre de cellules par cm?)_Ndmbre de cellules excluant le bleu tryparD
(dilution des cellules dans le Bleu trypan)/1,8&face du puits en cih
Cette méthode de comptage est également utiliséel'apprécier la croissance des cellules
aprés transfection par les genes d'intérét (Tnlemtlostatine). Un comptage en dix
exemplaires est réalisé. Une analyse statistigeeedeiltats est réalisée par application du test

de Student.

Il — 6. Courbes de cytotoxicité

C’est une méthode d’analyse de prolifération caitel qui repose sur la réduction
d'un sel de tétrazolium, le 3-[4,5-diméthylthiazbif]-2,5-diphényltétrazolium bromide
(MTT, Sigma Aldrich, St Quentin-Fallavier, Francpar les mitochondries des cellules
vivantes. Ce test est utilisé afin de comparerviessses de prolifération des cellules 1547

(parentales et transfectées) et des cellules EJG.
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Les difféerentes lignées cellulaires sont ensemeneéeplaque de culture 96 puits et
maintenues dans des conditions de culture standanrdabilité cellulaire est déterminée tous
les jours comme décrit ci dessous.

Une solution de MTT (0,5 mg/ml) est incubée avecdeltures 3 h a 37°C, dans une
atmosphére humide a 5% de £Qa solution de MTT est ensuite éliminée et rero@dapar
100 ul de diméthyl sulfoxide (DMSO, Sigma). Les plaqusest ensuite incubées 10 min a
37°C, sous agitation, afin de solubiliser les angtde formazan « synthétisés ». La mesure de
la densité optique est effectuée a l'aide d'unéectspectrophotométrique (Labsystems
Multiscan® bichromatic) a la longueur d'onde de 54fh (Mosmannet al, 1983). Le
pourcentage d’inhibition de croissance est caleal@ppliquant la formule suivante :

% d’inhibition de croissance= (1-[DO traitée/DO t@nj) x 100

l1l. Transfection des cellules

lIl — 1. Electroporation

Il —1—1. Préparation des constructions plasmids

Les plasmides pSecTag2, pSecEndo et pSecTnlTagdsgpétés par I'enzyme de
restriction Ru | (10 Ujug de plasmide) pendant 1 h a 37°C. Cette enzymehessie de
maniere a couper une seule fois les plasmideslday@ne de résistance a I'ampicilline.

Les plasmides linéarisés sont précipités, lavés gechés en conditions stériles. Les
culots sont repris stérilement dans 20 deau distillée stérile, puis dosés par

spectrophotomeétrie.
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Il — 1 — 2. Transfection par électroporation

Cette méthode est utilisée pour la transfection ckdhiles 1547 par le plasmide
pSecTag2, pSecEndo ou pSecTnlTag. Le principe éectroporation est de soumettre les
cellules en suspension a un champ électrique duna@tcourte période ou « pulse ». Le
champ électrique conduit a la formation transitoieepores membranaires au niveau desquels

les plasmides peuvent pénétrer dans la cellule.

Les cellules en phase exponentielle de croissaaooetrypsinées et comptées. Dans
une cuve a électroporation, on dépose @@ ADN plasmidique préalablement linéarisé, et
400 pl de suspension cellulaire & 1.°1¢ellules/ml contenant du glucose 10 mM et du
dithiothréitol (DTT) 0,1 mM. Le mélange est homogisé et incubé 5 min a température
ambiante. La suspension est ensuite soumise aamédbctrique de 240 V, d’intensité 1050
uF pendant une durée de 30 ms (€lectroporateur éAdRjus, Equibio, Angleur, Belgique).
Les cellules sont alors transférées dans un flaeooulture contenant du milieu complet et

sont incubées 48 h a 37°C, avec 5% de.@@ sélection est réalisée par ajout de dgginl

de zéocine (Invitrogen) au milieu complet.

Il — 1 — 3. Isolement de clones cellulaires

Apres une semaine de sélection, les cellules eatéds sont décollées par action de la
trypsine et ensemencées a une densité de 200@perde culture de 100 mm contenant du
milieu complet et de la zéocine (40@/ml). Le milieu est renouvelé tous les deux jours
jusqu’a apparition des clones. Ceux-ci sont repardaide d'un objectif de marquage et
isolés par un cylindre creux. Les cellules sontotlées par addition de trypsine dans le
cylindre et incubation de 15 min a 37°C. Les celiutécupérées dans chaque cylindre sont
ensemenceées dans des plaques 96 puits a raisonlonenpar puits. A confluence, les clones

sont trypsinés et transférés en plaque 24 puitsenant du milieu complet et le facteur de
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sélection. L'expression des génes antiangiogénigeas étre étudiée sur chaque clone ainsi

isolé.

Il — 1 — 4. Vérification de l'intégration des plasias

Il —1—-4-1. Extraction de TADN génomique

L’ADN génomique (ADNg) est extrait des clones cklites suivant le protocole
« Tripure Extraction Reagent » (Roche) afin de mentlintégration des plasmides
recombinants dans les cellules transfectées.

Les cellules sont lysées dans la solution de Teigiml/5.16 cellules) et incubées

5 min a température ambiante pour dissocier lesptsras nucléoprotéiques. Apres addition
de chloroforme, (0,2 ml/ml de Tripure), les échidoris sont centrifugés. L’ADNg contenu
dans la phase organique inférieure et dans l'ih&se est précipité par de I'éthanol absolu
(0,3ml /ml de Tripure). Le culot d’ADN récupéré aprcentrifugation est laveé trois fois dans
de I'éthanol 10% contenant 0,1 M de citrate de wodpuis une fois dans de I'éthanol 75%.
Une fois séché le culot est repris dans iDde NaOH 8 mM. Le pH de cette solution est
ajusté a 8,4 par addition de @6 d'HEPES 0,1 M. Les ADNg ainsi extraits serviraae

matrice pour la réaction de PCR.

Il -1 -4 - 2. Réaction de polymérisation en cean PCR

Les amorces sont choisies afin de vérifier la présedes constructions plasmidiques
codant pour I'endostatine ou la Tnl. Dans les deas; I'amorce sens est située sur le vecteur
et 'amorce antisens est spécifique de la séqueodante de I'endostatine ou de la Tnl. Les
séquences nucléotidiques de ces amorces ainsiagtadlle des fragments amplifiés sont

présentées dans le tableau M3.
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Troponine | Endostatine
matrice ADNg ADNg
Amorce sens 5TAATACGACTCACT| 5’AATTCATGGAGAC
ATAGGG3 AGACACACTCC3
Amorce antisens 5'GGACTCGGACTCAAGATCCGTTTGGAGA
ACAT3’ AAGAGGTCAT
Taille du fragment 784 pb 631 pb
amplifié

Tableau M3 : récapitulatif des amorces PCR utiliség pour les vérifications de l'intégration des

constructions plasmidiques.

Cing cent ng d’ADN plasmidique extraits des difféisetypes cellulaires sont soumis

aux conditions PCR décrites dans le tableau M4.

Matrice Phase Duree Nombre
De PCR et température de cycles
ADNg Dénaturation 2mina 94 °C 1
Tnl Dénaturation 1minag4-°C
Hybridation 1 min a 54°C 35
Extension 2mina72°C
ADNg Dénaturation 2mina 94 °C 1
Endostatine Dénaturation 1 min 494 °C
Hybridation 1 min a 56°C 35
Extension Imina72°C

Tableau M4 : Récapitulatif des programmes PCR utilsés pour amplifier les différents

fragments.

Pour ces réactions PCR utilisant ’TADNg comme neatdeux contrbles sont ajoutés :
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- un contréle positif est obtenu par 'amplificatid’'un plasmide recombinant (contenant la
séquence codante de la Tnl ou de I'endostatingjigguparallélement a I'amplification de
I’ADNGg.

- un contréle négatif obtenu par I'amplificatioriud plasmide vide parallelement a
I'amplification de 'ADNg.

La PCR effectuée directement sur les ARN totaux akiles transfectées permet
d’éliminer I'hypothése d’une contamination de I'éaltillon par TADNg ou par du plasmide
resté sous forme épisomale.

Les produits de I'amplification sont déposés surgeh d’agarose 0,8% et observes

apres exposition aux UV.

lIl — 2. Transfection par FUGEN&

Le FUGENE 6 (Roche) est un composé lipidique, tippsomal, qui permet
d’'incorporer I'ADN plasmidique circulaire dans deombreuses lignées de cellules
eucaryotes, avec une grande efficacité. La tratisfecéalisée par le FUGENEG6 sur les
cellules endothéliales est transitoire. La prépamatdu mélange FUGENE 6/ADN
plasmidique est réalisée selon le protocole dudabt, en utilisant g de plasmide pourn?
de FUGENES.

Le mélange est déposé goutte a goutte sur ladeellans le milieu de culture. Les
cellules sont maintenues dans des conditions dareuhabituelles durant 48 h. Une analyse
de I'expression de la protéine par les cellulesdsiectées est ensuite effectuée.

Pour ces expériences de transfection, les cellsibet ensemencées, 48h avant la
transfection, sur lamelles couvre-objet en plageeuture 24 puits, a une densité de 10000

cellules/cn. La transfection par le FUGENE 6 est réaliséaussjaprés I'ensemencement.
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lIl - 3. Transfection par les complexes liposomasoniques/ADNCc
Les liposomes marqués & la rhodamine (LipBfcet les complexes de liposomes
cationiques /ADN plasmidique, que nous nhommonspligxes, utilisés au cours de ce travall

sont formulés par la société Munich Biotech AG (lidhn Allemagne).

Il — 3 — 1. Préparation des lipoplexes

Les liposomes sont préparés suivant la techniqudilabe lipidique. Les lipides,
DOTAP et cholestérol sont dissous dans du chlonodoet évaporés jusqu’a former un film
lipidique qui est séché sous vide (pression deb3ribar) a 40°C durant 60 min. Les lipides
sont alors resuspendus dans un volume adéquatudesgl a 5% formant une solution de
vésicules lipidiques multilamellaires. Ces vésisud®nt soumises a extrusion a travers une
membrane de taille appropriée (entre 100 et 400. e} lipoplexes sont réalisés en
mélangeant vigoureusement des volumes égaux deolipes cationiques préalablement
préparés et la suspension d’ADN plasmidique. Lacentration finale en ADN dans les
lipoplexes est de 0g/ul.

Une vérification de la qualité de la complexatioesdADN plasmidiques aux
liposomes cationiques est effectuée en dénaturast lipoplexes 5 min a température
ambiante en présence de SDS 10 mM et d’acétoniy@eM. La dénaturation des lipoplexes
est visualisée sous UV apres électrophoréese etiggdrose 1% (en tampon TAE 1X).

Trois types de lipoplexes sont synthétisés avecABSBl plasmidiques pSecTag2C,
PSecEndo et pSecTniTag et dénommés : lipoplexesla82, lipoplexes/pSecEndo et
lipoplexes/pSecTnITag.

Les solutions de lipoplexes et liposomes sont awéss a + 4°C. La suspension est
homogénéisée de maniere stérile juste avant empisiutilisée directement pour transfecter
les cellules en culture, ou administrée aux animawdcours de la phase expérimeniale

Vivo.
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IIl — 3 2. Transfection par les lipoplexes

Les cellules a transfecter sont ensemencées emeplad puits. Aprés un temps
d’adhésion de 24 a 48 h le milieu de culture egirédst les cellules lavées par une solution
de PBS 1X. Du milieu de culture sans sérum de v@stuajouté dans chaque puits. La
suspension de liposomes ou de lipoplexes est dispegoutte a goutte dans chaque puits. Les
cellules sont placées 1 h dans I'incubateur a 33% de CQ. Au terme de cette incubation,
le milieu de transfection est aspiré, le tapisuteite soigneusement lavé par la solution de
PBS 1X, et du milieu de culture complet est ajodéds chaque puits. Les cellules sont
ensuite cultivées normalement et la viabilité dalhe est appréciée par le test au bleu trypan,

a divers temps apreés la transfection.

V. Technigues de détection de [I'expression des

protéines

Deux méthodes sont utilisées afin de mettre eneéaiel I'expression de la troponine |

et de I'endostatine a partir des cellules tranéfestde maniére stable ou transitoire.

IV — 1. Western blot

IV -1 —1. Migration des protéines en SDS-PAGE

IV—-1-1-1. Préparation des échantillons

Les cellules récupérées par trypsination sont ifegées (250 g, 10 min, + 4°C). Les
culots cellulaires sont resuspendus dans du taRjieA (HEPES 50 mM, Deoxycholate 1%,

Nonidet P40 1%, SDS 0,1%, NaCl 150 mM, Aprotinieu®/ml), & raison de 1.20nl. Les
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échantillons sont homogénéisés par pipetages sifc@slis centrifugés a 5000 g et 4°C
pendant 20 min, et le surnageant contenant legipest cellulaires totales est récupére.
Les protéines cellulaires contenues dans les éithastsont dosées selon la méthode

colorimétrique de Lowry.

IV—-1-1-2. Electrophorese

Les échantillons protéiques sont dilués ¥ dansathpon échantillon 2X (Tris HCI
0,4 M, pH 6,8 ; SDS 4,5% glycérol 4,5%, bleu denbophénol 2 mM) additionné dg&
mercaptoéthanol (0,6 M). Les protéines sont déaatupar chauffage a 100°C durant 5 min,
et séparées par migration en SDS-PAGE (« Sodiune®dsulfate-Polyacrylamide Gel »).
Des aliquotes de protéines totales cellulaires (@) sont déposées sur un gel de
polyacrylamide a 12,5% constitué dun gel de cotregon a 3 %
d’acrylamide/bisacrylamide. L’électrophorése destgines est effectuée a 60 mA dans le
tampon de migration (Tris-HCI 25 mM, glycine 192 m8DS 0,1%, pH 8,5). Des standards
protéigues de masse moléculaire connue (Invitrogen) également déposés afin d’étalonner

la migration des protéines et d’estimer leur masskculaire.

IV -1 —2. Technique du Western blot

IV—-1-2—-1. Transfert sur membrane de nitrotete

Le gel est utilisé pour un électrotransfert desgines sur membrane de nitrocellulose
(Amersham, Orsay, France). En fin d’électrophorésemnembrane, les feuilles de papier
Whatman et les éponges de mousse sont lavées Slans de I'eau distillée, équilibrées
pendant 15 min. dans le tampon de transfert (50i;M, glycine 383,5 mM, méthanol 20%,

SDS 0,1% ; pH 8,1-8,5). Le montage est effectudigiosé dans une cuve de transfert et
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immergé dans le tampon de transfert. Le transstpotéines sur la membrane s’effectue a

100V, 2 h, a 4°C sous agitation magnétique.

IV —-1-2- 2. Incubation avec les anticorps

Apres transfert des protéines, la membrane estldeéix fois 10 min dans le PBS
(NaHPO, 60 mM, NaHPO, 17 mM, NaCl 68 mM, pH 7,4) incubée dans du tamgen
blocage (PBS, Tween-20 0,05 %, lait écrémé 3 %) @é bloquer les sites de liaison non
spécifigues. La membrane est lavée avant d’'étnebie sur la nuit a 4°C avec l'anticorps
primaire (anti c-Myc (Invitrogen) pour la détectiate la troponine ou anti-endostatine
(Serotec, Oxford, UK) dilué 1/400 dans le tamporbli'sage. Une seconde série de lavage
précéde la seconde incubation (1 h, a températmt@aate) avec I'anticorps secondaire
couplé a la peroxydase (dilution 1/1000 dans lgtamde saturation). L'anticorps secondaire
est un anticorps anti-lgG de mouton couplé a la HKRRorseradish peroxidase », SIGMA-
Aldrich). La membrane est de nouveau lavée (Tangmiavage : PBS, Tween-20 0,1 %,

BSA 0,5 %, lait écrémé 1 %) puis rincée 5 min avh@étre révélée.

IV —1 -2 - 3. Réaction de chimioluminescence

La membrane est séchée rapidement sur du papiemabs, incubée avec la solution
de détection par chimioluminescence du kit ECL (fsham) pendant 1 min sous agitation
puis enveloppée dans du papier film transparenke Ebt alors exposée a un film
radiographique (Amersham) pendant une durée al@®0 s a 20 min. Les films sont révélés
par un développeur automatique (Kodak diagnostaging, RP X-OMAT processor modeéle

M6B).
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IV — 2. Détection in situ des protéines par immuumfescence

La détection de I'expression de protéinassitu, peut étre effectuée sur des cellules en
culture. Cette technique nécessite un anticorpagireé spécifique de la protéine recherchée,
c’est a dire de I'endostatine ou de la protéinéuden c-Myc/Tnl.

Les clones sont ensemenceés sur lamelles rondetaguep24 puits contenant 1 ml
milieu complet additionné de zéocine. Les celludemt lavées au PBS puis fixées par
incubation dans du méthanol 5 min a températurdaarte Les interactions non-spécifiques,
entre I'anticorps primaire et diverses protéinesitsliminuées en incubant les cellules 20 a
30 min en présence de 2 ml de solution de blocaB& (1X supplémenté par 10% de sérum
de veau feetal). Les cellules sont ensuite misesoatact 1 h a température ambiante avec
I'anticorps primaire dilué au 1/500 dans la solntd® blocage. Aprés une étape de lavage par
une solution de PBS 1X, les lames sont incubées 1empérature ambiante et a I'obscurité
en présence de l'anticorps secondaire, une IgG hdwre anti-souris couplé a la FITC
(Isothiocyanate de Fluorescéine) (Molecular Prohegjen, Pays Bas). Cet anticorps, dilué
au 1/500 dans la solution de blocage, est dépopéésance de bleu Evans (dilution 1/1000),
permettant de contre-colorer les cellules en rouge. effet, les cellules possédent une
fluorescence verte naturelle qui interfere avedldarescence FITC. La fluorescence est

visualisée sous microscopie a fluorescence FITC.
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V. Détection de I'apoptose cellulaire

V — 1. Analyse des modifications de morphologidutaire

Les cellules sont ensemencées & une densité d¥cEi@t cultivées en plaque 24
puits a 37°C-5% C@pendant 24 h. Les différents lipoplexes sont sesidr les cultures
cellulaires. Le milieu est éliminé 18 a 36 h ageegansfection, et le tapis cellulaire lavé par
une solution de PBS. Les cellules sont fixées paraolution contenant 1% de formaldéhyde
et 0,2% de glutaraldéhyde pendant 5 min a températmbiante. Le tapis cellulaire est lavé
deux fois par une solution de PBS et les celluted montées entre lame et lamelle avec de
« 'lmmun-mount ». Une observation de la morphatogiellulaire est effectuée en

microscopie optique a contraste de phase.

V — 2. Double coloration nucléaire DAPI et T.U.N.E.

Les noyaux des cellules apoptotiques sont marquésfa@is par le DAPI et par la
technique T.U.N.E.L.

Les cellules sont ensemencées sur des lamellesultlgeca la densité de 530
cellules/cn et cultivées pendant 48 h & 37 °C en atmosphéredeuavec 5 % de GOLes
cellules sont transfectées a l'aide des differéptplexes comme décrit précédemment. Les
cellules sont lavées avec du PBS, puis fixées awecsolution de paraformaldéhyde 4%
(avec du PBS, pH 7,4), 30 min a température amdbidr@ mise en évidence de I'apoptose
dans les cellules par la technique de T.U.N.E.t.basée sur le clivage de ’'ADN génomique
en fragments de différentes tailles. La techniqtiesée repose sur l'incorporation dans
I’ADN, au niveau des cassures (« Nick »), de nudés marqués a la fluorescéine par une

enzyme specifique, la « Terminal deoxynucleotidean$ferase » (TdT). Le marquage

111



T.U.N.E.L. est réalisé suivant le protocole « Itustell death detection Kit Fluorescein »
(Roche). Le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole)tesn agent intercalant de I’ADN. Il

colore les noyaux de toutes les cellules. Il edisétpour I'observation des noyaux des
cellules en apoptose permettant de visualiser demeks fragmentées (condensation du
noyau). Les cellules sont ensuite lavées par uhgi@® de PBS 1X puis colorées par une
solution de DAPI (0,44M dans le PBS) pendant 5 min a température ambiAmes trois

lavages successifs au PBS, les lamelles sont nwosidedes lames avec de «I'Ilmmun-

mount » et sont analysées en microscopie a fluenesc

VI. Essai de thérapie génique chez des rats parteur

d’ostéosarcome

VI — 1. Ostéosarcome greffable du rat

L'efficacité de la thérapie génigque antiangiogéeiquutilisant les génes de
I'endostatine et de la troponine | est évaluéeuwsumodele d’ostéosarcome greffable de rat.
Ce modele a éte établi par le Pr. Thierry (Jasshad, 1982) a partir d’'un modéle de sarcome
radio-induit chez le rat par injection de colloidénydroxyde de cérium radioactif‘Ce
(Alloucheet al, 1980; Hernigowet al, 1987).

Ce sarcome ostéogene est tres semblable a 'ostéosa humain par sa nature
ostéogene, son agressivité locale (destructiom derticale, envahissement des tissus mous),
sa capacité a former des métastases pulmonaises ehétabolisme calcique (Mazabraaid
al., 1982). Cette tumeur peut étre greffée en paosititra-osseuse ou para-osseuse, mais elle
peut étre aussi sous cutanée au niveau du flancalaetére plus ou moins ostéogene de cette
tumeur dépend essentiellement du lieu dimplamtatida tumeur est plus ostéogene

lorsqu’elle est introduite en position para-tibiglee sous cutanée.
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VI — 2. Greffe tumorale
Dans notre travail, les greffes tumorales sontigéat en position para-osseuse, a
partir de fragments congelés ou directement préleu une tumeur d’un animal donneur.

Dans les deux cas, le déroulement de I'opératibleeséme.

VI —2 — 1. Préparation des fragments tumoraux

L’animal porteur de tumeur est sacrifié a I'étHarsuite de la procédure est effectuée
sous hotte de culture cellulaire dans des conditgi@riles. La peau de la patte porteuse de
tumeur est désinfectée par de I'éthanol 70% puiséee La tumeur est disséquée en
fragments de 6-8 mm3. Les fragments utilisés paugreffe sont prélevés dans une région
hyperproliférative et hautement ostéogénique derteeur et transférés stérilement dans des
boites de Pétri contenant du milieu de culture DMEbMplet. Le tissu tumoral ainsi
récupéré peut étre utilisé directement pour lafgrafir de nouveaux animaux ou étre congelé

et conservé a — 80°C jusqu’a leur utilisation.

VI-2 - 2. Greffe

La greffe tumorale est effectuée sur des rats Spr@awley (Elevage Depré, St
Douchard, France) agés de trois a quatre semairmstir de fragments congelés ou issus de
la tumeur d’'un animal donneur.

Toutes les procédures chirurgicales sont réaliséesdes animaux maintenus sous
anesthésie générale, par un mélange gazeu#ls¢@urane (1-chloro-2,2,2,-trifluoroéthyl
difluorométhyl ether)) dispensé au moyen d'un appaanesthésique spécialement congu

pour les petits animaux (Minerve, France). Le ralogaz administré est ajustable suivant
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I'age et le poids de I'animal. La greffe tumorakt effectuée dans des conditions opératoires
standard de stérilité et de sécurité.

La patte postérieure droite de I'animal est éppées désinfectée par de I'éthanol a
70%. Une incision latérale est effectuée exposartibia. Aprés abrasion du périoste, un
fragment tumoral est déposé au contact de la faeene de I'os. L’incision est refermée.
Tout au long de I'opération, les fragments tumoraomt conserves, sur glace, dans une boite
de Pétri contenant du milieu de culture DMEM. Larsda greffe est effectuée a partir de
tissu frais le pourcentage de prise tumorale dt#in- 80% et n’est plus que de 50% lorsque

I'opération est réalisée a partir de tissu congelé.

VI — 3. Diagnostic et suivi

VI —3 —1. Examen clinique

Une observation macroscopique et une palpationidjaohe de la patte du rat opéré
nous permettent de nous assurer de la prise déografmoral. La durée nécessaire pour
pouvoir détecter avec certitude une tumeur estviten 10 a 12 jours apres la greffe. La
tumeur atteint alors une taille de 0,6 a 1 cm d@enéire, et ne régresse pas spontanément.
Tout au long du traitement, la progression de téase tumorale est appréciée par mesure de
la tumeur selon deux axes perpendiculaires etllem® calculé par application de la formule
de Carlsonn, ou la tumeur est associée a une &ggGarlsonret al., 1983) :

V=axb2x0,5

Dans cette formule, a est le plus grand axe mexuréde plus petit.
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VI — 3 — 2. Imagerie médicale

VI -3 — 2 — 1. Tomoscintigraphie atFDG
VI -3 -2-1. Principe
Cette technique d’imagerie est basée sur la différede consommation de glucose

entre les tissus sains et tumoraux. Cette techrdgoegerie fonctionnelle et métabolique a
'avantage de permettre le suinivivo d’'un méme sujet tout au long de I'étude. Elle petrm
de distinguer les régions tumorales a forte aétinietabolique (régions hyperprolifératives)
et les zones nécrotiques. Cette technique esttaggnsible et la plus précoce pour évaluer la
réponse thérapeutique car les modifications monquigles apparaissant aprés les

modifications métaboliques.

VI -3 -2 - 2. Déroulement de I'examen

Le rat, laissé a jeun 6 a 8 h avant I'expérienc, amesthésié par un mélange
OJfIsoflurane a 3% et recoit une injection intraveise (au niveau de la veine caudale) de
18,5 & 74 MBq (0,5 & 2 mCi) #€DG (Flucis — Cis bio international, Gif sur Yvetfance).

La fixation de'®FDG par la tumeur est relativement constante aprést durant 6 h aprés
I'administration du radiotraceur. Au terme de ceslale temps, le rapport signal sur bruit de
fond est amélioré sans perte de la qualité de tigtecompte tenu des doses injectées afin de
réaliser une quantification plus reproductibler(@ation de la radioactivité dans les urines).
L’animal est de nouveau anesthésié 6 h aprésdiioje de’*FDG et pendant I'acquisition des
images sous la caméra. Les acquisitions sont effestsur une gamma cameéra double téte a
cristaux d’iodure de sodium, équipée d’'un systeraeddtection des coincidences (Axis,
Picker, USA). Les données recueillies sont anal/sssns correction d’atténuation et les
images sont reconstruites en utilisant une méthitgtative (EMML: 20 itérations) et

présentées en coupes de 2,1 mm d’épaisseur dansisesxes.
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La quantification tumorale de la fixation ‘86DG est définie comme étant la
radioactivité détectée dans une région d’intéré8sih&e sur la tumeur sur une coupe frontale
de 50 mm d’épaisseur (incluant la totalité de bhaal). La fixation tumorale est représentée
par le rapport de la radioactivité¢ mesurée dange¢pon d’intérét (ROI) au niveau de la
tumeur rapportée a la radioactivité totale (de teutorps) mesurée sur la coupe. La fixation
tumorale est exprimée en pourcentage de la fixatitade.

% de fixation tumorale de *®FDG = radioactivité tumorale / radioactivité totale.

VI -3 -2 — 2. Angioscintigraphie au 99mTc
VI-3-2-2-1. Principe

Les effets de la thérapie antiangiogénique sur dacwlarisation tumorale sont
appréciés en cours de traitement par angioscipfigeaau’*"Tc. Cette technique d'imagerie
permet d’étudier la vascularisation d’'un tissu denrare indirecte aprés marquagesivo des
globules rouges du rat.

Les globules rouges marqués aU'Tc aprés tannage par pyrophosphate sont
uniformément répartis dans le compartiment sanduaimadioactivité détectée au niveau d’'un
organe est proportionnelle a son volume et a linmgwe de sa vascularisation. Cette
technique d’imagerie non invasive permet un suivargitatif de I'évolution de la

vascularisation tumorale en réponse au traitement.

VI -3 -2-2-2. Déroulement de I'examen

L’examen d’angioscintigraphie est réalisé aprésoueagein vivo des globules rouges
au technétium a l'aide des réactifs Angiocis (Cis Imternational). Une solution de
pyrophosphate stanneux est préparée suivant lesafimhs du fournisseur afin d’obtenir un

marquage optimal des globules rouges du rat sai738ug de pyrophosphate stanneux dilué
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dans 3 ml de sérum physiologique stérile sont iageia un cathéter dans la veine caudale de
I'animal maintenu sous anesthésie. Apres un terapsrdulation de la solution de 3 minutes,
74 4 111 MBq (2 & 3 mCi) de pertechn&®Tc sont administrés par le cathéter. L’examen
scintigraphique est réalisé 30 min apres cettectioje, I'animal maintenu sous anesthésie
durant I'acquisition statique de 10 min, réalisérglque le rat est étendu en procubitus sur la
gamma caméra (DSX — Sopha medical, France).

La vascularisation tumorale est définie comme thoactivité détectée dans la région
d’intérét dessinée sur la tumeur comparée a laaatlvite de la méme ROI placée sur la
patte opposée dépourvue de tumeur.

Vascularisation tumorale = radioactivité tumorale/ radioactivité de la méme région
controlatérale.

VI — 4. Détection de la distribution des liposonegsmicroscopie de
fluorescence

L'étude de la biodistribution des liposomes catijueis est réalisée dans le but de
vérifier le ciblage spécifique des néovaisseauxonamx par les liposomes cationiques dans
notre modéle expérimental animal. Cette analysefésttuée sur des rats porteurs de tumeur,
trois semaines apres I'implantation tumorale. Leodiment de cette étude est représenté
schématiquement sur la Figure M4.

Les animaux maintenus sous anesthésie |égereyveataine injection intraveineuse
de liposomes cationiques marqués a la rhodamine/i&n (Lipored™, Munich Biotech).
Afin de pouvoir étudier la répartition des lipos@mationiques dans le réseau vasculaire, une
solution de lectine couplée a la FITC (Vector, ByghmeUSA) est administrée 15 min apres
les liposomes, également par voie intraveineuseéfApne durée de circulation totale des

liposomes de 20 min, les rats sont sacrifiés. Ligmrees des animaux sont fixiés sity,
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congelés et soumis aux analyses immunohistochimidweelectine couplée a la FITC permet
de contre colorer tout le réseau vasculaire, aoesla fluorescence rouge due a la rhodamine
ne sera visible qu'au niveau des cellules ayararparé les liposomes. Une recherche de la
colocalisation de la double fluorescence FITC/Rinnida permet d’étudier la répartition des
liposomes dans les différents organes.

La distribution des liposomes est visualisée soigsascopie de fluorescence, utilisant
des filtres permettant la détection de la doubl®réscence FITC/rhodamine (microscope
Axiophot 2, Zeiss, Gottingen, Allemagne).

T-20 min:

Injection des liposomes marqués a la
rhodamine (5mg/Kg)

J-21 T-5min:
Greffe tumorale Injection FITC-Lectine

I ——
|

TO : Fixationin situdes
organes

Figure M4 : Etude de la biodistribution des liposones cationiques apreés injection par voie

intraveineuse

VI — 5. Différents traitements appliqués

Les protocoles appliqués vivoont pour but de déterminer et de comparer l'efii€éac
des génes de la Tnl et de I'endostatine dans ikertrant de I'ostéosarcome greffable de rat.
Ces genes seront administrés aux animaux sous faongplexée avec les liposomes

cationiques (formulés par Munich Biotech AG). Awc® de ces études, les trois types de
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lipoplexes synthétisés sont utilisés: Les lipopEpSecTag2 servent de controle et
permettent d’évaluer une éventuelle interactionpthsmide recombinant dans I'évolution

tumorale.

VI — 5 — 1.Traitement intratumoral

Une série de rats est greffée avec des fragmentisnaeurs, provenant d’'une tumeur
fraiche, en position para tibiale comme précédemnugtrit. Les rats porteurs d'un
ostéosarcome détecté par palpation 10 jours aprgseffe tumorale, sont répartis en deux
groupes de maniéere aléatoire. Un lot de rats seige tpar injection intratumorale de
lipoplexes/pSecEndo trois fois par semaine, lesnmaok étant sous anesthésie durant
I'injection. L’autre lot recoit a la méme fréquenaene injection intratumorale de
lipoplexes/pSecTag2. Ce traitement, dont le butlestalider la stratégie de thérapie génique
antiangiogénique, est poursuivi jusqu’a involuttotale de la tumeur ou sur 8 semaines. Au
terme de I'étude, les animaux sont sacrifiés, tgames (tumeurs, poumons, foie) récupérés et

soumis a une analyse anatomopathologique.

VI — 5 2. Traitement intraveineux

La greffe tumorale est réalisée comme précédemudumtite et les animaux porteurs
de tumeur répartis en groupes de maniére alédtdifgurs apres cette opération.

Une premiere étude ayant pour but de compareidigeantiangiogénique vivo des
genes de I'endostatine et de la Tnl, est réaliséeirse durée de 12 jours et sur trois groupes
de rats. Un groupe recevra les lipoplexes/pSectag2autre les lipoplexes/pSecEndo, le

troisieme sera traité par les lipoplexes/pSecTnlPagcours de cette phase expérimentale les

119



lipoplexes sont administrés par voie intraveine(is@ne caudale) tous les deux jours, la
quantité d’ADN administrée est de 2460.

Aprés deux semaines de traitement soit six admatiishs de lipoplexes, tous les
animaux sont sacrifiés, les organes fixés, récepétédes analyses histologiques sont

réalisées afin d’étudier la vascularisation etdjajmse tumorales.

Dans un second essai, seul I'agent antiangiogéniguelus efficace est utilisé et
I'administration intraveineuse des lipoplexes asirguivie jusqu’a régression des tumeurs ou
déces des animaux. Les animaux sont répartis ex gewpes, 12 jours aprés la greffe
tumorale, lorsque la tumeur est détectable par émagnédicale. Une quantité de lipoplexes
correspondant a 24y d’ADN plasmidique est alors injectée par voigameineuse tous les
deux jours aux animaux porteurs de tumeur. L'évwolutde la tumeur au cours de ce
traitement est suivie par tomoscintigraphie 8EDG et angioscintigraphie ali"Tc. La

Figure M5 présente schématiquement le déroulenengtiessai.

J-12:
Greffe de la tumeur

Début du traitement

T Post S4

91 PetScan 3/Angio.3
Détection de la tumeur Post S2 Post S5
PetScan L/Angio.L  petScan 2/Angio.2 PetScan 4/Angio.4

Figure M5 : Administration des lipoplexes par voieintraveineuse et suivi par imagerie

médicale : déroulement de I'essai.

Le premier examen d’'imagerie médicale est réalisitale début du traitement. Les examens sont
ensuite réalisés en fin dé&"2semaine de traitement (Post S2),en fin 4¥ dt de 5™ semaine de
traitement. Le traitement débute a JO et se pdupssqu’a disparition de la tumeur ou déces de

I'animal, au rythme d’une injection tous les deaurfs. Angio : Angioscintigraphie
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Des examens anatomopathologiques sont effectuéa sumeur, le foie et les poumons
de tous les animaux en fin d’expérimentation.
Le tableau M5, récapitule les différents traiterseqtie nous avons appliqués, leur

durée et le nombre d’animaux inclus dans chaquepgro

Groupes d’animaux Nature du traitement | Nombre d’'animaux | Durée du traitement
IT pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag2 2
IT
Jusqu’ a régression
IT pSecEndo Lipoplexes/pSecEndo 4 tumorale ou déces de
IT I'animal
IV 1 pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag?2 3
v
IV 1 pSecEndo Lipoplexes/pSecEndo 4
IV 12 jours
IV 1 pSecTniTag Lipoplexes/pSecTniTag 4
v
IV 2 pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag?2 3
v Jusqu’ a régression
tumorale ou déces dsg
IV 2 pSecEndo |Lipoplexes/pSecEndo 6 I'animal
v

Tableau M5: Récapitulatif des traitements et de leudurée d’application

IT : Intratumorale IV : Intraveineuse
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VI — 6. Méthodes d’histologie

VI -6 — 1. Analyse histologique de la tumeur et deumons

Les organes prélevés (tumeur, poumons) sont figés du formol a 10% sur la nuit,
puis inclus en bloc de paraffine. A partir de cexdé d’inclusion en paraffine, des coupes de
5 um sont effectuées au microtome, déparaffinéesieéds par trois colorants différents :

- 'hnématéine qui permet la coloration des compwehts cellulaires acidophiles
comme les noyaux

- ’'hématoxyline qui colore les compartiments éoghiles et basophiles

- le safran qui permet la visualisation des filatsele collagene

Les lames sont observées en microscopie optiquey; goaque tumeur plusieurs

sections sont examinées.

VI — 6 — 2. Analyse de la vascularisation et dedjatose tumorale

VIl - 6 — 2 — 1. Fixation et cryoconservation degames

Les organes sont fixéa situ par perfusion d’'une solution de paraformaldéhyée 1
(40°C, pH 7,4, pression 120 mm Hg) dans la circutate I'animal anesthésié. Dés que la
fixation est réalisée, les poumons sont expandésiravolume physiologique par injection
trachéale d’'une solution d’agarose 3% (maintenues den bain marie a 40°C). Les organes
sont prélevés (tumeur, reins, foie, poumons, musate) soumis a une post fixation de 3 h
dans une solution de paraformaldéhyde 3% a 4°C.détagge d’incubation dans une solution
de sucrose 20% reéalisée pendant la nuit a pourdtagsurer une cryoprotection des
prélevements qui sont découpés, inclus dans deT'@<COptimal Cutting Compound »,
cryomatrix, Shandon, Pittsburgh, USA) et coupéesusucryostat (2800 Frigocut, Reichert,

Jung) en sections deudn qui sont soumises aux analyses histologiques.
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VI -6 — 2 — 2. Détection des vaisseaux tumorauxrenunofluorescence

Les vaisseaux tumoraux sont détectés par une tpehiiimmunomarquage réalisée
sur les cryosections tumorales dau® a l'aide d’'un anticorps primaire dirigé contre un
marqueur membranaire des cellules endothéliales

Les sections sont prétraitées par une solution édanol a — 20°C (10 min) afin de
dissoudre les lipides membranaires. Les interastioann-spécifiques, entre I'anticorps
primaire et diverses protéines, sont limitées placubation des sections 30 min dans une
solution de blocage (5% sérum de chévre dans lpdarphosphate 0,1M). Les lames sont
mises au contact de l'anticorps primaire (Mouseé a@ttRECA-1 (Serotec)) dilué au 1/400
dans la solution de blocage, pendant une nuit a B&€ lames sont ensuite lavées avec du
PBS et incubées 1 h a l'obscurité en présence aetidorps secondaire couplé a la
fluorescéine « goat anti mouse IgG secondary aailso(Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, USA) dilué 1/400 dans la solution dechige.

Les sections sont recouvertes par du milieu de agentvVectashield (Vector) et

observées en microscopie de fluorescence.

VI — 6 — 2 — 3. Détection simultanée de la vascsddiion et de I'apoptose

tumorales

Une détection de I'apoptose tumorale est combinéeeavisualisation des vaisseaux
tumoraux. Dans ce but, un triple marquage ests@&alir des sections tumorales congelées de
8 um d’épaisseur. Cette technique de triple marquagengt de visualiser sur une méme
section les vaisseaux tumoraux, ainsi que leslesllumorales ou endothéliales qui subissent
I'apoptose. Les vaisseaux tumoraux sont visualigése a I'anticorps RECA-1. Les cellules
apoptotiques gu’elles soient tumorales ou enda@ledliprésentent la double coloration DAPI

et T.U.N.E.L.
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La préparation des échantillons est identique & ai#tcrite dans le paragraphe ci
dessus.

Apres incubation avec I'anticorps primaire, lest®gs sont soumises a la coloration
T.U.N.E.L. « In situ cell death detection Kit Flescein » (Roche) réalisée selon le protocole
conseillé par le fournisseur. Apres une étape dagia au PBS, les sections sont incubées
avec l'anticorps secondaire comme précédemmentt.dgéer dernier lieu, la coloration des
noyaux cellulaires par le DAPI (lg/ml dans du PBS 1X) est réalisée par incubatian de
lames 3 min a température ambiante. Les sections gbservées en microscopie de
fluorescence, les photos de triple marquage ontésgtiisées a l'aide du logiciel Metaview

(Visitron Systems GmbH, Puchheim, Allemagne).

VI — 7. Dosage de [I'endostatine circulante apregection
intraveineuse des lipoplexes

La concentration d’endostatine circulante est n@sdans le plasma d’animaux ayant
recu par voie intraveineuse les lipoplexes/pSecEtdies lipoplexes/pSecTag2

Le plasma de quatre animaux recevant le traitetigomes cationiques/pSecEndo
et des 3 animaux référence est collecté en tubarinép24h et 48h aprés administration du
traitement, centrifugé (5000 rpm, 4°C, 10 min)égiarti par aliquotes de 1Qd stockés a —
20 °C jusqu'a leur utilisation. L'endostatine cil@ote est quantifiée par un dosage
immunologique de type E.LA. a laide du kit ACCUTE® Mouse Endostatin™ kit
(Cytimmune). Les dosage sont effectués en troimeladres suivant le protocole établi par le

fabricant. Une analyse statistique des résultatsfiectuée
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RESULTATS
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Durant les dernieres années, une nouvelle apprit@rapeutique du traitement du
cancer s’est développée : la thérapie antiangiggéndont le but est de prévenir, ou de
ralentir la mise en place de la vascularisation aate. Toutefois, un des problemes
rencontrés pour passer au stade thérapeutiqua égti¢ulté d’obtenir au niveau tumoral des
taux stables et élevés d'inhibiteurs de I'angiogené.e transfert des genes codant pour ces
agents permettrait de contourner ces limitatioo'®st donc vers une approche de thérapie
génique a but antiangiogénique que de plus en géugroupes s’orientent. Dans cette
mouvance, notre travail a eu pour but d’évaludfitacité d’'une telle approche thérapeutique
appliguée au traitement d’'un ostéosarcome de rat.

Au cours de cette étude, I'action antiangiogénideedeux genes, I'endostatine et la
troponine | (Tnl), a été évaluée et comparee aigsiin vitro sur des modeles de culture
cellulaires quh vivo sur un modele d’ostéosarcome greffable de rat. Dmssomes
cationiques (DOTAP/Chol) sont choisis comme vedede transfert des genes. Le choix
d’utiliser des liposomes comme vecteurs de 'ADNfai en gardant a I'esprit que I'objectif
final est de pouvoir appliquer cette thérapie artime. Dans cet optique les liposomes
cationiques paraissent étre des vecteurs plusetimsoins immunogenes que les vecteurs

viraux.

La premiére étape a consisté a cloner la séquardante de la Tnl dans un vecteur
d’expression plasmidique. La validité des constomst plasmidiques utilisées est vérifiee au
cours d’'une étude préliminaire. Par validité nonteedons que la transfection de cellule,
permet I'expression et la sécrétion de protéinesmbinantes, codées par le plasmide, ayant

une action antiproliférative sur les cellules ehétales.
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Le potentiel antiangiogénique des ADNc d’endoseath de Tnl est évalué sur des
modeles de culture cellulaire, leur capacité abiahla prolifération cellulaire est appréciée et
comparee

La troisieme partie de I'étude a consisté a évaktercomparer la capacité des
constructions plasmidiques codant pour I'endostagh d la Tnl a ralentir la croissance
tumorale et prévenir la dissémination métastatid@es le modele d’ostéosarcome greffable

de rat. Nous présentons ici les résultats de gaeériementations.
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|. Construction du plasmide pSecTnlTag

| — 1. Isolation de la séquence codante de la Tnl

Les ARNm sont extraits a partir d’'un fragment desoie squelettique. Le tissu
musculaire provient d’'une biopsie obtenue au coluse intervention chirurgicale, avec le
consentement du patient.

La RT-PCR est realisée a partir de ces ARN totawpr@sence de deux amorces
spécifiqgues de la troponine | musculaire (Tnl) etnmées Tnl sens et Tnl antisens. Ces
amorces sont choisies de maniere a amplifier denfapécifique la séquence codante de la
Tnl et a la cloner dans le vecteur plasmidique pag2.

Le produit amplifié par PCR est analysé par élgttonese sur gel d'agarose a 1%. Un
signal d’amplification unique de 552 pb, est obtelans les pistes 5 a 9, correspondantes aux
échantillons biologiques (Figure R1). Ce signalrespond a la séquence codante de la Tnl
modifiée a l'aide des amorces spécifiques. Le sighservé dans la piste 3 correspondant au
contrdle positif de la RT, il indique que la réaatide PCR s’est déroulée correctement et

I'absence de signal dans la piste du contrdle ifégmtfirme la spécificité de la réaction.
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Figure R1 : Analyse des produits amplifiés par RT-ER réalisée a partir des ARN totaux

extraits de muscle squelettique humain.

L’ADNCc de la Tnl ainsi obtenu a une taille de 532 p

Piste 1 :contréle négatif de PCR (amorces Tnl sans ADRjste 2 :contréle négatif de RT-PCR ;
Piste 3 :contrble positif de RT-PCR (ARNm de chloramphéniacétyltransférase + amorces de la
chloramphénicol acétyltransféraseé)iste 4 :marqueur de poids moléculaire de 100, plistes 5a 9 :

Tnl amplifiee & ARNm extraits du muscle squelegidumain (552 pb).

La spécificité de la PCR est vérifiee en digéramt produit amplifié par une
endonucléase de restrictiddvu ). Le résultat de cette digestion enzymatiqueialisé apres
migration sur gel d’agarose a 1% (Figure R2), prsseleux fragments sur le gel dont les
tailles respectivement 205 pb et 347 pb correspundex tailles théoriques déterminées a

I'aide du logiciel GeneWorks.
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Figure R2 : Profil de digestion par I'enzyme de resiction P vu Il des produits de RT-PCR.

Les ADNc obtenus avec les amorces spécifiques dédaence codante de la Tnl sont digérés par
'enzyme Rull.

Piste 1 :produit de RT-PCR non digérédiste 2 :marqueur de poids moléculaire de 100 Piste 3 :
produit de RT-PCR digéré (347 pb et 205 pb).

Le produit amplifié par PCR est alors purifié afifeliminer les traces de réactifs,
d’oligonucléotides et de sels utilisés au coursladeéaction de RT-PCR dont la présence

pourrait perturber le bon déroulement de la réaali® clonage.

| — 2. Clonage de la séquence codante de la Trd tamplasmide
pSecTag2C
A l'issue du clonage de la Tnl dans le vecteur f@g2C, 'ADN plasmidique extrait
des colonies bactériennes est analysé par digestiagmatique. Les résultats montrent
I'existence :
- de clones bactériens non recombinants (FigureR&s 5 et 6)
- de clones recombinants avec le gene d’intérés darientation « antisens » (Figure R3,

piste 2)
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- de clones recombinants avec le géne d’inténés dlarientation « sens » (Figure R3, pistes

3,4,7et9)
ey ww W e oy —-—
W e e we e e e W
2 — — — - 772 ot
021 pb__ﬁ‘"‘ - pad 600 pb
IR e T 8

Figure R3 : Profil de digestion des clones bacténis obtenus aprés transformation avec le

produit de ligation pSecTnlTag.

L'’ADN plasmidique est digéré par I'enzyrull.

Pistes 1 et 8marqueur de poids moléculaire de 100 phiste 2 :clone recombinant avec le géne
d’intérét inséré dans l'orientation « antisensPistes 3, 4, 7 et 9 clones recombinants avec le géne

d’intérét inséré dans l'orientation « sens ».

L'insertion du géne d'intérét dans l'orientationsens » est caractérisée par un
fragment de 772 pb visualisé aprés migration deduyits en gel d’agarose 1%. Lorsque le
géne est inséré dans le plasmide dans l'orientatiamtisens », le produit de digestion mis en
évidence apres migration a une taille de 627 pb.

Un clone dans lequel le produit de PCR est insélénsl’orientation « sens » est
sélectionné. Les maxipréparations et gigapréparsttlADN plasmidique sont réalisées a
partir de ce clone bactérie@e plasmide recombinant, nommé pSecTnITag, enetéra la

protéine de fusion codée, sera utilisé pour legeapces de transfection en culture cellulaire
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et pourra étre complexé aux liposomes cationiques f[es expéerimentationa vitro et in

Vivo.

| — 3. Vérification de la construction plasmidigo®ecTnlTag

L’identité du produit « sens » est vérifiee parsgage dans les deux directions
apres amplification et purification de I'ADN plasfique. Le résultat du séquencage est
présenté sur la Figure R4. Il montre que le cadriecture de la construction est conservé, la
protéine exprimée a partir de ce plasmide recomibjmommeée SecTnlTag, correspond a la
fusion entre la séquence de sécrétion codée palasenide, '’ADNc de la Tnl et I'épitope
Myc. Cette analyse met également en évidence tenig d’'une erreur de nucléotide en
position 266 par rapport a la séquence décriteZpar(Zhuet al, 1994). Cette modification
d’'une base observée se traduit par le changementadide aminé en position 99 ; dans notre

construction l'isoleucine est remplacée par unédhine.
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Figure R4 : Séquencage du plasmide pSecTnITag.

Le changement de base est encadré en rouge. Lanségaodante de la Tnl est entre les crochets

verts.
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ll. Vérification de la fonctionnalité des plasmides

recombinants

Il — 2. Evaluation des constructions plasmidiques

La validité des plasmides doit étre contrdlée aleunt utilisation en thérapie génique.
lIs doivent permettre I'expression et la sécrétm protéines de fusion SecTnlTag et
SecEndo apres transfection des lignées cellulaitdéisées. L'action antiangiogénique des
protéines recombinantes est ensuite évaluée etarémip vitro sur les lignées cellulaires

présentées.

Il — 2 — 1. Expression des protéines recombingmdaedes cellules 1547

Dans le cas des cellules 1547, la transfectiorréedisée par électroporation de ces
cellules par les différents plasmides linéaris@gSecTag2, pSecEndo, pSecTnlTag. Les
clones cellulaires résultant de [I'électroporationonts respectivement nommes:

1547/pSecTag2, 1547/pSecEndo et 1547/pSecTniTag.

Il —2—1-1. Vérification de I'intégration delpmides

L’ADNg est extrait des clones cellulaires sélectiés apres électroporation par les
constructions plasmidiques. Une vérification detégration de la séquence plasmidique dans
le génome cellulaire est réalisée par PCR utilidskDNg comme matrice et avec les

amorces spécifiques des constructions pSecTnITp§extEndo.

-2—-1-1-1. Intégration du plasmide pSedtg|

Les produits amplifiés sont visualisés apres mignatn gel d’agarose, dont le résultat

est présenté sur la Figure R5.
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Un signal positif correspondant a un fragment déet@84 pb est observé au niveau
des pistes correspondant aux clones ayant intégréomhstruction pSecTnlTag dans leur
génome (Figure R5, pistes 8 et 9). La taille déragment est identique a celle du contréle
positif de PCR (Figure R5, piste 4), constitué Ipgplasmide pSecTnITag linéarisé pamul
et amplifié par PCR. Aucun fragment amplifié n'esésent dans les pistes correspondantes
aux cellules parentales, aux cellules 1547/pSecEaglans le «blanc » (amorces seules), ce
qui nous indique que le fragment amplifié visualégést pas du a une contamination par de
I’ADN exogene. L’absence de produit amplifié daapiste correspondant au contrdle négatif
de PCR (piste 3) confirme la spécificité de la ti&ac Le contrdle négatif est constitué par le

plasmide pSecTag2C amplifié a l'aide du jeu d’araesrdu plasmide pSecTnITag.

C

- — «— 1 784pb
- - «———1500 pb

Figure R5 : Analyse par PCR de l'intégration du plamide pSecTnlTag dans les cellules 1547
€électroporeées.

La PCR est réalisée sur les ADNg extraits des leslld547 parentales et des différents clones
cellulaires électroporés.

Piste 1: marqueur de poids moléculaire de 100 pliste 2: « blanc » (amorces seuled}iste 3:
contrble négatif : plasmide pSecTag2 + amorcesadénl ; Piste 4: Contrdle positif : plasmide
pSecTnlTag + amorces de la TnPjste 5: cellules 1547 parentalesPiste 6 et 7 cellules
1547/pSecTag2Pistes 8 et 9 cellules 1547 ayant intégré la constructionépetl547/pSecTniTag) ;
Piste 10: marqueur de poids moléculaire de 100 pb.

136



I-2-1-1-2. Plasmide pSecEndo

De maniere identigue, I'intégration du plasmide giS®lo dans le génome des cellules
1547/pSecEndo est mise en évidence par PCR utilfigddNg comme matrice et avec les
amorces spécifiques des constructions pSecEndqratuit amplifié d’'une taille de 631pb
est visualisé, apres électrophorése sur gel d'agarainiquement dans les pistes
correspondantes aux clones cellulaires ayant i@tigconstruction dans leur génome (Figure
R6, pistes 6 et 7).

Le contrdle négatif de la PCR est formé par lemlde pSecTag2C amplifié par les
amorces spécifiques de I'endostatine. L'absenceigial dans la piste 2 (correspondant a ce

contrdle) indique la spécificité de la réaction.

631 pb

Figure R6 : Analyse par PCR de l'intégration du plamide pSecEndo dans les cellules 1547
€électroporeées.

Piste 1: «blanc » (amorces seulespiste 2: contrdle négatif : plasmide pSecTag2 + amoraes d
I'endostatine ;Piste 3: Contrdle positif : plasmide pSecEndo + amorces’'endostatine Piste 4
échelle de poids moléculaiRiste 5: cellules 1547 non transfectéeBistes 6 et 7 cellules 1547
ayant intégré la construction (notées 1547/pSecERistes 8 et 9cellules 1547/pSecTag?2.
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Cette détection spécifique des fragments ampldEsociée au fait que la croissance
des cellules électroporées n’est pas inhibée pprédsence de zéocine (1(A@/ml) confirme

I'intégration de la construction dans le génoméadeellule de maniere stable.

Il —2 -1 - 2. Détection de I'expression des prae recombinantes

L'expression des protéines d'intérét est recherchéeles clones cellulaires ayant
intégré la construction d’'intérét (pSecTnITag oe@Endo) dans leur génome.
Deux méthodes d’immunodétection sont appliquéesr pmettre en évidence

I'expression des protéines, endostatine et Tnimdxoantes.

-2 —-1-2-1. Détection par Western Blot

Le Western Blot est utilisé pour détecter I'expi@ssde la protéine d'intérét
(endostatine ou Tnl) dans les clones cellulaire$7fiSecEndo et 1547/pSecTniTag. Pour
permettre une détection des protéines par Westkat) e quantité importante de cellules

est nécessaire (5.3¢ellules).

-2—-1-2-1-a. Détection de la protéinéTag

Le Western blot est réalisé sur les protéines dsliles 1547/pSecTniTag. Un
anticorps primaire dirigé contre I'isoforme musdrdade la Tnl n’étant pas disponible dans le
commerce, la détection de I'expression de cettéepre est réalisée grace a sa fusion avec
I'épitope Myc du plasmide pSecTag?2.

Le résultat de cette détection est présenté skiglare R7. Elle montre la présence
d’un signal de taille 60 kDa et correspondant Bolienine bovine, dans toutes les pistes ; une

seconde bande de poids moléculaire voisin de 40esDagalement visualisée.
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Par contre un signal correspondant a un poids migliége de 24 kDa est détecté
uniqguement dans la piste 4 correspondant aux eslldl547/pSecTnlTag. Cette taille
correspond a celle attendue pour la protéine derfuSecTnIMyc. De plus I'absence de cette
bande dans les pistes correspondantes aux protextestes des cellules parentales et du
clone 1547/pSecTag2 met en évidence la spécifibitéla détection et confirme que la

protéine détectée est la protéine de fusion TniTag.

BSA

Tnl
14 kD

Figure R7 : Détection de I'expression de la Tnl paWestern blot

20 mg de protéines cellulaires totales sont sépgraeélectrophorése sur gel dénaturant SDS-PAGE
puis transférées sur membrane de nitrocellulos®mt soumises a une détection par I'anticorps anti-
Myc. Piste 1: standards protéiqueRiste 2 cellules 1547 non transfectéeBjste 3 cellules

1547/pSecTag2Piste 4cellules 1547/pSecTnlTag
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I-2—-1-2-1-b. Détection de la protéineESBalo

Le résultat du Western Blot réalisé sur les pr@®icellulaires des cellules 1547
parentales, des clones 1547/pSecEndo est préseigéFRgure R8.

Une bande correspondant a l'albumine bovine (masskeculaire de 60 kDa) est
détectée dans toutes les pistes. Dans la pistee3bande correspondant a une masse
moléculaire de 20 - 21 kDa est observée, taillerij@ement attendue pour I'endostatine. Les
protéines déposées dans cette piste ont été estrdit clone cellulaire 1547/pSecEndo
exprimant I'endostatine. De plus lI'absence de gmali dans les autres pistes montre la
spécificité de la détection et indigue que la pr®éainsi visualisée correspond a

I'’endostatine.

BSA

Endostatin

Figure R8: Détection de I'expression de I'endostate par Western blot.

20 mg de protéines cellulaires totales sont sépgraeélectrophorése sur gel dénaturant SDS-PAGE
puis transférées sur membrane de nitrocellulossoemises a une détection par I'anticorps anti-
endostatinePiste 1 standards protéiquéiste 2: cellules 1547 non transfecté&sste 3 :cellules

1547/pSEcEndRiste 4 :cellules 1547/pSecTag2.
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I—2—-1-2—2. Détection en immunohistochimie

Cette technique permet la détection des protédimesitu, sur les cellules en culture.
Elle est effectuée sur les clones cellulaires 1B3&¢TnITag et 1547/pSecEndo

Le marquage indirect des protéines est réalisaidel’des mémes anticorps primaires
utilisés pour les Western Blot révélé ici par unia@rps secondaire couplé a la FITC. Les
cellules possedent une auto-fluorescence verteggene l'interprétation des résultats. Elles
sont donc contre-colorées au Bleu Evans qui inchgt coloration cellulaire rouge.

Des contrbles constitués du clone cellulaire 158&@fInlTag ou 1547/pSecEndo pour
lequel soit le conjugué couplé a la fluorescende Ismticorps anti-Myc est omis lors de
réaction de détection, nous assurent de la spiétifie la détection. En effet dans ces deux
cas comme pour les cellules 1547 parentales auangquage fluorescent n’est détecté (Figure
R9A et R9C).

Un marquage granulaire majoritairement cytoplasmigat décelé uniquement dans
les cellules transfectées par les plasmides regwmnts pSecTniTag et pSecEndo et
exprimant la protéine de fusion TniTag (détectiaar panticorps primaire dirigé contre
I'épitope Myc) ou endostatine (détection par I'antps primaire dirigé contre I'endostatine).
L’intensité du signal obtenue est variable selom dellules ce qui indique la variabilité
d’expression de la protéine de fusion aussi bielTda qu’endostatine. D’autre part, pour les
deux protéines une fluorescence verte diffuse estalisée a la périphérie des cellules

démontrant la sécrétion des protéines due a leeséqug (Figure R9B et RID).
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Figure R9 : Immunodétection en microscopie de flu@scence des protéines recombinantes dans
les cellules 1547.

A : Cellules 1547 parentales, avec I'anticorps anteMt le conjugué couplé a la fluorescéine

B : Cellules 1547/pSecTnl, incubées avec I'anticamps-Myc et le conjugué couplé a la fluorescéine.
Un marquage cytoplasmique vert correspondant ad&ipe de fusion est détecté dans les cellules
exprimant la construction pSecTnlTag. Un marquaidfeisd peut étre observé hors des cellules, il
correspond a la protéine sécrétée (fleches blaphdi@®ssissement x 200).
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Figure R9 (suite) : Immunodétection en microscopiée fluorescence des protéines
recombinantes dans les cellules 1547.

C : Cellules 1547 parentales
D: Cellules 1547/pSecEndo, incubées sans l'anticaapt-Endostatine et le conjugué a la

fluorescéine. (Grossissement x 200).
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Il — 2 — 2. Expression des protéines recombingmaeses cellules EJG

Les cellules EJG transfectées transitoirementidd’des constructions plasmidiques
recombinantes expriment elles aussi les protéiie®et. L’expression de ces dernieres peut
étre mise en évidence en utilisant la méme méthed#etection par immunohistochimie. Les
contrdles sont constitués des cellules transfeqiéaslesquelles soit le conjugué couplé a la
fluorescence soit 'anticorps anti-Myc est omisslde réaction de détection. lls nous assurent
de la spécificité de la détection ; dans ces deasx @omme pour les cellules EJG non
transfectées, aucun marquage fluorescent n’esttégteigure R10A).

Nous obtenons des résultats similaires a ceux tdégour les cellules 1547
électroporées. Un marquage granulaire intracytoptase vert est observé pour les cellules
exprimant la protéine d’intérét. Un faible nombre dellules présente une coloration
cytoplasmique verte, mettant en évidence le faiblex de transfection des cellules EJG
(Figure R10B). Les résultats présentés sur la EigRlrO sont ceux obtenus apres transfection
des cellules EJG par la construction pSecTnITag marquage similaire est observé lors de

la transfection des cellules par la constructioagiEhdo.
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Figure R10 : Immunodétection en microscopie de fluescence des protéines recombinantes dans

les cellules EJG.
48 h apres la transfection des cellules EJG paléesnides pSecTnlTag un marquage cytoplasmique

vert correspondant a la protéine de fusion estrebstans quelques cellules EJG

A : Cellules EJG non transfectées
B : Cellules EJG/pSecTniTag incubées avec lanticoapsi-Myc et le conjugué couplé a la

fluorescéine. (Grossissement x 200).
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Il — 3. Evaluation de l'activité antiangiogénique ld protéine sécrétée
Nous avons pu mettre en évidence que les constngctilasmidiques, que nous allons

utiliser dans les protocoles de thérapie géniqumragiogénique chez I'animal, permettent

bien I'expression et la sécrétion des agents agitg@niques endostatine et Tnl apres

transfection des cellules vitro. Désormais il faut nous assurer que la protéing famuelle

ils codent est sécrétée sous sa forme active, &tege une action antiangiogénique. Ce

dernier point est vérifié par des expériences dalbares verticales.

Les différentes populations cellulaires utiliséespnoliferent pas a la méme vitesse, et
ne nécessitent pas les mémes conditions de culbe®.sous lignées 1547/pSecTag?2,
pPpSEcCEndo et pSecTnlTag sont cultivées en présehnge ahtibiotique de sélection: la
zéocine. Des études de croissance comparatives réalisées entre les cellules 1547
parentales, les sous lignées électroporées 1547Wp§8, 1547/pSecEndo et
1547/pSecTniTag et les cellules EJG. Le milieu déuce est celui des cellules EJG.
L’analyse des vitesses de prolifération comparatipermet d’établir les conditions de
coculture verticale.

L'étude de ces courbes de croissance comparathdigue que la croissance des
cellules 1547 parentales et celle des sous ligé@esroporées ne sont pas similaires (Figure
R11). Les cellules parentales présentent une psi@®nnaire de 36 h puis une phase
exponentielle de croissance. Leur temps de doulnieast alors de 18 h. Outre une phase de
latence plus longue, de 48 h, les cellules 154@trélgorées proliferent plus lentement ; leur
temps de doublement est de 24 h, ces celluleeigatnt pas le méme état de confluence que
les cellules 1547 parentales. Par contre ces eslilectroporées se décollent de leur support

de culture plus tardivement que les cellules patest les cellules entrent dans la phase de
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déclin de croissance 3 jours plus tard que lesillesliparentales. Les cellules EJG peuvent
rester 14 jours en culture sans atteindre la centla ni se détacher de leur support.

Les différences de profils de croissance entrellesll154 fparentales et électroporées
sont dues a la pression exercée par 'antibiotdpisélection présent en permanence dans le

milieu de culture.

2
—&—1547/pSecTag
1,84 B EJG
16 —h— 1547
e —@— 1547/pSecTnlITag
14 —H—1547/pSecEndo
£ 121
o
5 1
o)
a 081
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0 T T T T T T T T

JO J1 J2 J3 J4 J5 J6 J8 J10 J12 J14
Durée de culture (jours)

Figure R11: Courbes de la croissance comparative geellules EJG, 1547 parentales,
1547/pSecTag2, 1547/pSecTnlTag, 1547/pSEcEndo.

Les différentes lignées cellulaires sont mainterdeess le méme milieu de culture. Les numérations
sont effectuées quotidiennement, par le test dectiésh du MTT et la mesure de la densité optique
(A=540 nm). Apres 5 jours de culture dans ces camdit les cellules 1547 parentales ont atteinat’ét
de confluence. Ces cellules dont la prolifératisnl@ plus rapide, servent de référence pour la es

culture dans les cupules de coculture.
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Ces comparaisons de croissance cellulaire, nousgent de fixer les conditions
d’expérimentation de la coculture verticale. Leffédentes sous lignées de cellules 1547 sont
placées au contact des cellules EJG lorsque cestEs sortent de la phase de latence (soit
48 h aprés leur ensemencement) et les insertsaldtw®@ seront remplacés tous les 4 jours.

Au cours de ces cocultures verticales, trois ctéedréont inclus :

- cellules EJG
- cellules EJG mises au contact des cellules 1a4&npales
- cellules EJG mises au contact des cellules 15€0pag2.
Ces controles ont pour fonction de nous assurerlegieellules 1547 parentales ou

transfectées par le plasmide vide n’ont pas d'effieta croissance des cellules EJG.

Il — 3 —1. Coculture verticale de cellules EJ@®™47/pSecEndo

L’effet de I'endostatine, produite et sécrétée densiilieu de culture par les cellules
1547/pSecEndo, sur la prolifération des cellule§ E3t apprécié sur une durée totale de 13
jours (Figure R12).

La croissance des cellules EJG n’'est pas affecédapprésence des cellules 1547
parentales ou 1547/pSecTag2. Les cellules EJG tvt@en croissance ralentie uniquement
lorsqu’elles sont en coculture avec les cellule$71pSecEndo. Une durée de coculture de 10
jours est suffisante pour entrainer un retard dessance significatif (p<0,05 a j12). En effet,
I'inhibition de la prolifération des cellules EJ@ eoculture avec les cellules 1547/pSecEndo
est de 42% a J12 par rapport aux cellules « témol@e résultat met en évidence que la

protéine sécrétée possede une action antiangiaggEnigitro.
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Figure R12 : Courbes de croissance comparative desllules EJG en co-culture avec les cellules
1547/pSecEndo.

Les inserts de culture dans lesquels les diffégserlignées de cellules 1547 (parentales,
1547/pSecTag2, 1547/pSecEndo) sont ensemencémsoat! contact des cellules EJG 48 h aprés la
mise en culture de ces derniéres(a J2 indique le début de la coculture). Les nutiwéra sont

effectuées tous les 2 -3 jours par le test d’exatudu bleu trypan.

I — 3 — 2. Coculture verticale des cellules EJGdetla sous lignée
1547/pSecTniTag

La méme expérience de coculture verticale ests@aken maintenant les cellules EJG
en présence de la sous-lignée 1547/pSecTnlTag. @dornde I'essai précédent, I'effet de la
sécrétion continue de la Tnl synthétisée par |#ales 1547/pSecTnlTag sur la prolifération
des cellules EJG est apprécié sur une durée sl jours (Figure R13)

Aucune inhibition significative de la prolifératiotles cellules EJG n’est observée

lorsqu’elles sont maintenues en présence des e=lliB47 parentales ou 1547/pSecTag2. La
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croissance des cellules EJG est affectée lorsglies-@@ sont maintenues en culture en
présence des cellules 1547/pSecTniTag. L'activitébitrice de la protéine sécrétée par les
cellules 1547/pSecTniTag se traduit par une inioibitle croissance significative de 43% par
rapport aux cellules « témoin » a J9 (p<0,05). égression de la croissance des cellules EJG

se poursuit, et atteint 85% a J 12 (p<0,05).

120
= EJG térmoin
—B—EIG+ 1547

100 —A—EIG+1547pSecTag2. Bt —
—*—EJG + 1547/pSecThiTag

8

Cellules/cm? (x 1000)
5 8

Jo J2 A J6 J9 J12 J15
Durée de cuiture (jours)

Figure R13 : Courbes de croissance comparative desllules EJG en coculture avec les cellules
1547/pSecTnITag.

Les inserts de culture dans lesquels les difféseritgnées de cellules 1547 (parentales,
1547/pSecTag2, 1547 pSecTnlTag) sont ensemeneggsphu contact des cellules EJG 48 h apres la
mise en culture de ces derniéres & J2 indique le début de la coculture). Les nutiéra sont

effectuées tous les 2— 3 jours par le test d’eiatudu bleu trypan
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De cet essai de coculture verticale nous pouvodsideque:
- les protéines antiangiogéniques codées par lasmples recombinants sont, apres
transfection, synthétisées et sécrétées sousdeuefactive.
- les cellules endothéliales en contact permaaeet 'agent antiangiogénique ne semblent
pas développer de systeme visant a inhiber I'ac@rdiproliférative des protéines testées.
- la Tnl estin vitro et dans le contexte de coculture, un agent antigégique a priori plus

efficace que I'endostatine.

[1l. Effets de la transfection des ADNc de I'enduste

et de la Tnl sur les modeles cellulaires

L'objectif de ce travail est d'évaluer ['efficacitéhérapeutique de ces génes
antiangiogéniques, endostatine et Tnl, appliquésatement de I'ostéosarcome greffable de
rat. In vivo, ces genes sont administrés sous forme complextss diposomes cationiques
désignés par le terme de lipoplexes.

Les lipoplexes vont étre dans un premier tempsséslin vitro sur les modéles
cellulaires mimant le modéele animal. Les cellulégl?l et EJG sont transfectées par ces
lipoplexes. L’effet des deux genes sur la croissatecmorphologie et éventuellement la mort
cellulaire sont appréciées et leur potentiel agi@geniquedn vitro compare.

Les liposomes cationiques et les lipoplexes/pSezBagvent de contréle pour chaque
expérience réalisée. Ces contrdles permettent @endéer dans quelle mesure un plasmide
vide (sans géne d'intérét) ou des liposomes peuwedifier le comportement cellulaire (en
terme de croissance et de morphologie cellulaines$. effets des lipoplexes/pSecEndo et

pSecTnlTag sur les cellules sont évalués par ragpoes controles.
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lll — 1. Caractéristiques des lignées cellulairiigssaes

L’'analyse de la prolifération et de la morphologi@lulaires est nécessaire car elle
nous permet de déterminer le comportement de chégnée cellulaire en culture. La
connaissance de ces parameétres est indispensalvlpqovoir entreprendre les expériences a
venir, et nous permettre de déterminer dans quedsure les modifications de prolifération et
de morphologie observées sont dues a I'expresssngdnes (Tnl et endostatine) dont les

effets sont évalués sur les lignées cellulairestdmsarcome et d’endothélium capillaire.

Il —1 — 1. Lignée de cellules d’ostéosarcome

Les cellules d’ostéosarcome humain (1547) ont wafilpde croissance classique, qui
peut étre décomposé en trois phases : une phdatedee de 36 h, une phase de croissance
exponentielle et une phase darrét de croissanadte dignée possede un temps de
doublement inférieur a 20 h, indiquant un mécanidmerolifération cellulaire tres actif. Ces
cellules atteignent I'état de confluence et arétde proliférer 5 jours aprés leur
ensemencement a la densité de 5000 cellules/crtés PBeuvent méme a ce stade se
chevaucher et former parfois un tapis cellulaiusieurs couches. Un tel état de confluence

peut se maintenir 24 h, puis les cellules meurese¢ elétachent du support de culture.

Il —1 — 2. Lignée de cellules endothéliales dapis

Les cellules endothéliales capillaires (EJG) queushaitilisons, présentent une
prolifération et une morphologie un peu partic@dgrqui sont typiques des cellules

endothéliales.
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Il —1 -2 — 1. Prolifération des cellules EJG

Le profil de croissance des cellules EJG est compiastrois phases : une phase de
latence dont la durée est de 72 h, une phase dié&mton et un arrét de croissance. Ces
cellules proliferent lentement, leur temps de dewotant est de 72 h, une durée de culture de
15 a 18 jours est nécessaire pour atteindre Btaonfluence.

Comme les cellules endothélialesvivo, la prolifération des cellules EJG peut étre
stimulée par I'adjonction dans le milieu de cultdeefacteurs de croissance spécifiques. Afin
de reproduire au mieux la situation de prolifénatiencontrée durant I'angiogenésevivo, la
croissance des cellules EJG est stimulée par B-Pes courbes de sensibilité des cellules
EJG au b-FGF sont réalisées afin de détermineoteentration en facteur de croissance

nécessaire pour obtenir une stimulation de la saoise des cellules endothéliales (Figure

R14).
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——Cellules EJG + bFGF (3ng/ml) } _é
200000+ A Cellules EJG + bFGF (6ng/ml) v )
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Figure R14 : Courbes de croissance comparatives desllules EJG parentales et stimulées par
des concentrations croissantes de b-FGF.

Les numeérations cellulaires sont effectuées tosigléix a trois jours par le test d’exclusion aw ble
trypan.
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Le profil de croissance des cellules dont la péddifion est stimulée par le b-FGF,
présenté sur la Figure R14 est identique a celsicgdlules parentales (non stimulées): les
cellules stimulées par I'adjonction de b-FGF préseinune phase stationnaire de trois jours
puis une phase exponentielle de croissance et lasepd’arrét de croissance. Alors que la
concentration de 3 ng/ml n'apporte aucune stimutatie croissance par rapport aux cellules
« témoins », les résultats de cette étude indiggehine concentration de 6ng/ml de b-FGF
est suffisante pour stimuler la croissance desileslIEJG de 40% en fin de croissance. Cette
concentration de 6 ng/ml est la limite a partirlaguelle la stimulation de la croissance est
toujours la méme. C’est donc celle que nous avdmssicc d'utiliser pour stimuler la
prolifération des cellules EJG au cours de toutgsekpériences menées sur les modéles de

culture cellulaire.

[l -1 -2 - 2. Morphologie des cellules EJG

Ces cellules se présentent sous forme de cellldggygnales irrégulieres (forme
étoilée et étalée) en début de prolifération (Fegdd5A). A un stade de croissance avancé,
les cellules prennent une forme fusiforme, ellesgginisent en fibres orientées parallelement

et présentent I'aspect d’'une monocouche fusiforroendluence (Figure R15B).
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Figure R15 : Morphologie des cellules EJG

A : Cellules EJG 36 h aprés leur ensemencemenealensité de 8000 cellules /cmz2.Les cellules ont
une forme étoilée. (Grossissement x 100).

B : Cellules EJG 15 jours apres leur ensemenceeene densité de 8000 cellules /cm. Les cellules
forment une monocouche fusiforme et sont organidédacon paralléle. (Grossissement x 100).
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Il — 2. Transfection par les liposomes cationiqueétude de
I'incorporation des liposomes par les cellules eltuce

Cette étape permet de déterminer quelle doit &tcuiée de I'incubation des cellules
en présence des liposomes. Les deux lignées d¢adhilsont transfectées par des liposomes
marqués a la rhodamine (Lipor&d. Ce marquage, permet de suivre, en microscopie de
fluorescence, l'internalisation des liposomes g tellules, de déterminer le temps de
contact nécessaire entre les liposomes et leslezlhour que les liposomes commencent a
étre internalisés par les cellules.

Pour les deux lignées cellulaires (1547 et EJQ&)isttemps d’incubation des
liposomes sont testés: 20 min, 1h et 2h. Les phptésentées sur la Figure R16 sont

réalisées aprés 20 min et 1h d’'incubation en pa&sda la solution de Liporéy .
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Figure R16 : Incorporation des liposomes marqués pda rhodamine en microscopie de
fluorescence.

Une fluorescence plus intense est observée apeasmecubation d’une heure (fleches).

A et B: Internalisation des liposomes par les celluled715A : 20 min aprés le début de la
transfection B : 1 h aprées le début de la transfection (grossissem@00).C et D: Internalisation
des liposomes par les cellules EJG:;20 min apres le début de la transfectién:;1 h aprés le début

de la transfection (grossissement x 200).
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Une fluorescence intracytoplasmique est observée 2 min d’incubation en
présence des liposomes montrant que ces dernigrsagidement internalisés par les cellules
(Figure R16A et R16C). Cette fluorescence s’intemsiu cours du temps et se déplace du
cytoplasme vers la membrane nucléaire. Au termaedheure d’incubation lintensité de la
fluorescence intracellulaire est a son maximum WRgR16B et R16D). Une durée
d’incubation de deux heures n’entraine par unerdéisence intracellulaire plus intense. Ceci
semble indiquer I'existence d’'un phénomene de aatur de la part des cellules qui
n’incorporent plus de liposomes. Ces résultats sbaerves pour les cellules 1547 aussi bien
que pour les cellules EJG indiquant que la vited'sgcorporation des liposomes et le
phénomene de saturation observés ne sont pas @dépert la lignée cellulaire, mais plus
des caractéristiques physicochimiques des liposomes

En fonction de ces résultats la durée de la tratiefedes cellules par les liposomes ou
lipoplexes est fixée a 1h, temps a l'issue dugeehilieu de culture contenant les liposomes

est remplacé par du milieu de culture normal.

lll — 3. Effet des ADNc de I'endostatine et de lal Bur les cellules
1547
Une gamme de concentration des différents lipogletant de 1 a 1g d’ADN/mI

de milieu de culture est utilisée pour transfetdsrcellules 1547 en phase de prolifération.
Les effets des genes d'intérét sur la proliférataes cellules 1547 sont évalués par la
comparaison de la croissance des cellules traésfeqiar les lipoplexes a celle des cellules
transfectées par les liposomes «vides ». Cettesfetion de «référence » permet de
déterminer dans quelle mesure et a partir de quaieentration, les liposomes ont un

éventuel effet délétére sur les cellules 1547.
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Les effets potentiels des genes antiangiogéniquetascroissance des cellules 1547
sont évalués a différents temps aprés la tranefe¢tie 24 a 72 h), par comptage au bleu

trypan (Figure R17).
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Figure R17 : Courbes de croissance comparative desllules 1547 parentales et transfectées a

I'aide des liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEngSecTnlTag.

La prolifération des cellules est estimée par & ¢kexclusion au bleu trypan ,24h, 36h et 72 h. La
transfection réalisée a TA.: transfection par g ADN/mI de milieu de cultur® : transfection par 2
ug ADN/mI de milieu de culture.
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Figure R17 (suite) : Courbes de croissance compaiat des cellules 1547 parentales et
transfectées a I'aide des liposomes et lipoplexeSgrTag, pSecEndo, pSecTnlTag.

Une gamme de concentration allant de 1 ag @' ADN/mI de lipoplexes est utilisée pour trangéec
les cellules 1547. La prolifération des cellulesesgimée par le test d’exclusion au bleu trypain, 2
36h et 72 h, aprés la transfection réalisée anm9.{0comptages)

C: transfection par ig ADN/mI de milieu de cultureD : transfection par 10g ADN/ml de milieu

de culture.
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La Figure R17 indique qu’aucun ralentissement dessance significatif n’est observe
lorsque des concentrations de 1 etg2d’ADN/mI de milieu de culture sont appliquées pou
la transfection des cellules 1547 (Figure R17A etlR différence de croissance notée entre
les cellules parentales et transfectées les lipesowu par les lipoplexes n'est pas
significative a cette concentration de@ /ml (p> 0,05 a TO +36 h, Figure R17B). De plas, |
croissance des cellules 1547 n'est pas affectéeesada transfection par les
lipoplexes/pSecEndo ou pSecTnITag par rapport &llkles transfectées par les liposomes
vides (p>0,05 a TO + 36 h). Les protéines codéesgam plasmides recombinants n’exercent
pas d’effet inhibiteur sur la prolifération deslakds 1547.

Un ralentissement important de la croissance esstaté lorsque les cellules sont
transfectées avec des concentrations plus éleéisoplexes (ug d’ADN/mI de milieu de
culture). Ce retard de croissance n’est pas dexaiéssion des genes d’intérét, mais plutét
imputable a un effet des liposomes sur les celllteseffet, un ralentissement de croissance
de 31% par rapport aux cellules parentales estlncdgque les liposomes cationiques vides
sont utilisés pour transfecter les cellules 154&ismucun ralentissement de croissance n’est
noté entre les cellules transfectées par les lgp@s/pSecEndo ou pSecTnITag (Figure R17C
et R17D). Dans ce cas, l'inhibition de la croissades cellules 1547 observée, n’est pas due
a l'expression des geénes antiangiogéniques étudimess a la transfection elle-méme.
Appliqués a cette concentration les liposomes antffiet délétere sur la prolifération des
cellules. L'absence d'effet inhibiteur des prot&immdostatine et Tnl sur les cellules 1547 est
nettement mise en évidence.

Les cellules reprennent une vitesse de croissamcmate 72h aprés avoir été
transfectées a I'aide des différents lipoplexesanéten évidence le caractére transitoire de la

lipofection.
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Il — 4. Effet des ADNc de I'endostatine et de Ial Bur les cellules
EJG.

Il —4 — 1. ADNCc et croissance cellulaire

Les cellules EJG en phase de prolifération, samtstectées a l'aide des mémes
lipoplexes que les cellules 1547, utilisés danaéme gamme de concentration.

Les profils de croissance des cellules EJG apeagsfiection sont différents de ceux
observés dans les mémes conditions pour les celilibstéosarcome et sont présentés sur la
Figure R18.

La croissance des cellules endothéliales est affecte maniere spécifique par
I'expression des genes étudiés. La croissance slealkiles n'est pas ralentie de maniere
significative apres une transfection par les lippes ou les lipoplexes/pSecTag2 a des
concentrations de 1 et gg/ml. Seules les cellules EJG transfectées dansmi@ses
concentrations de lipoplexes/pSecEndo et pSecTnlVagnt leur croissance inhibée de
maniere significative. Une inhibition de croissanee40 % et de 57 % est notée 36 h apres la
transfection des cellules par les lipoplexes/pSdokaet pSecTnITag respectivement (Figure
R18A et R18B). Cette inhibition est calculée papp@t a la croissance des cellules EJG
transfectées par la méme concentration de liposonues et est significative (p<0,05 a
T0+36 h). Cet effet inhibiteur est dépenddatla concentration d’ADN utilisé pougaliser la
transfection : en augmentant la concentration d’ADNhibition de la croissance des cellules
EJG est augmentée.

Comme pour les cellules 1547, un effet délétérdidesomes sur la prolifération des cellules
EJG est également observé a partir d'une concemtrde lipoplexes de g d’ADN/mI

(Figure R18C et R18D). Comme les cellules 1547¢édsiles EJG reprennent une croissance
normale 72 h aprés la transfection, échappant ¥préssion des genes d'intérét. La

transfection par les liposomes cationiques pernmet axpression suffisante des genes
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d’intérét pendant 48 h et une efficacité maximaide reotée 36 h aprés la transfection, ces

durées apparaissent comme étant des caractérsstiqumseques des liposomes que nous

utilisons.
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Figure R18 : courbes de croissance comparative desllules EJG transfectées a I'aide des
liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTagil
Une gamme de concentration allant de 1 ag @' ADN/mI de lipoplexes est utilisée pour trangézc
les cellules EJG. La prolifération des cellulesesttimée par le test d’exclusion au bleu trypar, 18
36h et 72 h, aprés la transfection réalisée ame. 10 comptages) : transfection par g ADN/ml

de milieu de cultureB : transfection par gg ADN/ml de milieu de culture.
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Figure R18 (suite) : courbes de croissance comparag des cellules EJG transfectées a l'aide des
liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTagil

Une gamme de concentration allant de 1 a1ld@'ADN/ml de lipoplexes est utilisée pour
transfecter les cellules EJG. La prolifération dekules est estimée par le test d’exclusion au
bleu trypan, 24 h, 36 h et 72 h, apres la transfiecéalisée a TOC : transfection par hg
ADN/ml de milieu de cultureD : transfection par 1ag ADN/ml de milieu de culture
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Afin de confirmer I'action antiangiogénique des ggretudiés, une transfection est
réalisée dans les mémes conditions sur une agtrédide cellules endothéliales: les cellules
HUVEC.

Une concentration de 2g/ml de lipoplexes a un pouvoir délétére sur ldifgmation
de ces cellules. L'analyse est donc réalisée arsfeatant ces cellules par une quantité de

lipoplexe correspondant auy d’ADN/mI de milieu de culture.
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Figure R19 : Courbes de croissance comparatives desllules HUVEC transfectées a 'aide des

liposomes et lipoplexes/pSecTag2, pSecEndo, pSecllay.
Les cellules HUVEC sont transfectées par les ligxgs utilisés a une concentration deglADN/mI
de milieu de culture. La prolifération des cellukst estimée par le test d’exclusion au bleu trypan

24h, 36 h et 72 h, aprés la transfection réalisE@. & = 10 comptages).

La croissance de ces cellules est inhibée pardiiction d’'un ADN exogéne comme
le montre la courbe de croissance de cellulesfeattges par les lipoplexes/pSecTag2. Nous
pouvons cependant noter que les deux genes utdis&eent également une inhibition de

croissance significative et temporaire sur cesutssl (Figure R19) (p<0,05 aTO + 36 h). La
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comparaison est réalisée entre les cellules tretésfe par les lipoplexes/pSecTag?2 et celles

transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et pS&éagnl

Il ressort de ces essais que les deux genes étpdssedent une action inhibitrice
spécifiqgue des cellules endothéliales, puistueitro ils inhibent uniquement la croissance
des cellules EJG et HUVEC. De plus, la Tnl a ungoacantiproliférative m vitro plus
importante que I'endostatine. A concentration édjaihibition de croissance entrainée par la

Tnl est supérieure ou égale a celle induite padibstatine (Tableau R1).

Lipoplexes/ Lipoplexes/ Lipoplexes/ Lipoplexes/
pSecEndo pSecTnlTag pSecEndo pSecTnlTag
1 ng/mi 1 ng/mli 2 pg/ml 2 pg/ml
Inhibition de la croissance 37% 40% 40% 57%
des cellules£JG 36 h aprés
la transfection

Tableau R1 : Inhibition de croissance des celluleendothéliales capillaires EJG 36 h aprés leur

transfection par les lipoplexes.

L’inhibition de croissance observée est expriméepenrcentage par rapport a la
croissance des cellules endothéliales (EJG) treidsfe par la méme concentration de
liposomes. Un léger effet dose dépendant est Hatssort de ces analysesiquwitro la Tnl
est un inhibiteur de la prolifération des cellulE3G plus efficace que I'endostatine : a
concentration égale, les lipoplexes/pSecTnITagémnt un retard de croissance égal ou plus

important que les lipoplexes/pSecEndo.
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Il — 4 — 2. Détection de I'apoptose des celluld&Eapres transfection par

les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnlTag

L’endostatine et la Tnl provoquent provisoirementralentissement de la croissance
des cellules endothéliales. Ces deux genes voagitspar régulation du cycle cellulaire ou
sont-ils des inducteurs de mort cellulaire ? Laac#p de I'endostatine a induira vitro
I'apoptose des cellules endothéliales est connderiBbalet al, 1999b, Dhanabatt al,
1999c). Nous avons utilisé une technique de doumdequage afin d’évaluer I'apoptose

cellulaire aprés la transfection par les lipoplég8scEndo et pSecTnlITag.

Il — 4 — 2 — 1. Morphologie des cellules apress$faction

hY

Les cellules EJG sont transfectées par les lipeglemtilisés a 2ug/ml, cette
concentration apparaissant comme la concentratigtelou un effet délétére des liposomes

vides sur la prolifération des cellules n’est pbsevvé.

Les cellules EJG transfectées par les lipoplexesffdo et pSecTnlTag, présentent
de grands changements morphologiques dés 18 hlapraasfection (Figure R20).
Le tapis cellulaire est détruit, des plages deutsdl ont disparues, de nombreux débris
cellulaires sont présents dans le milieu. La menmdnalasmique des cellules présente un
aspect dentelé, le cytoplasme des cellules estdabgncette morphologie rappelle celle des
cellules en état de lyse. Ces effets sont égalerobsérvés mais dans une plus faible
proportion pour les cellules transfectées parifgsbmes ou les lipoplexes/pSecTag2. Alors
que 5 % et 10 — 15 % environ des cellules transésctespectivement par les liposomes ou
les lipoplexes/pSecTag2 présentent cette morplotogies pourcentages de cellules
modifiees atteignent 30 a 50% des cellules trabdéscpar les lipoplexes/pSecEndo et

pSecTnlTag. Ces modifications sont pour une padsda l'incorporation forcée dans la
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cellule de nouveaux lipides, mais ils sont augnenpar I'expression des geénes

antiangiogéniques.

Figure R20 : Morphologie des cellules EJG 18 h apsda transfection par les lipoplexes.

Les cellules EJG sont transfectées par les lipegleedministrés a une concentration dagaml.
(Grossissement x 100).

A : cellules EJG parentaleB,: cellules EJG transfectées par les lipoplexexp&g2, C : cellules
EJG transfectées par les lipoplexes/pSecEndb; cellules EJG transfectées par les

lipoplexes/pSecTnlTag.
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Il — 4 — 2 — 2. Détection de I'apoptose des cebuhpres transfection

Bien que les caractéristigues morphologiques oBssnsoient plutét celles de la
nécrose, tenant compte de l'activité pro-apoptatige I'endostatine, une double coloration
T.U.N.E.L./DAPI est réalisée. Elle permet de vissel les noyaux cellulaires de toutes les
cellules (coloration au DAPI) et de détecter d'dueties fragmentations nucléaires
caractéristiques de I'apoptose (coloration DAPT &1.N.E.L.). Les résultats de cette double
coloration sont présentés sur la Figure R21. Cetleration permet de visualiser sous

microscopie a fluorescence les noyaux des celapegtotiques.

Les noyaux des cellules non transfectées ou tretésfe par les liposomes ne
présentent pas de double marquage (Figure R21A8lqQes cellules transfectées par les
lipoplexes/pSecTag2 ont une double coloration raidé Environ 30 % des cellules
transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et pS€agrint des noyaux cellulaires présentant
un double marquage T.U.N.E.L. et DAPI (Figure R2EtBR21C). Bien que des structures
typiqgues de fragmentations nucléaires ne puissexd @tre reconnues, cette double
fluorescence est l'indication de mort cellulairaigemblablement par apoptose. Il apparait
donc qu’n vitro, les deux genes évalués peuvent induire une moragazptose des cellules

EJG.
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Figure R21 : Observation en microscopie de fluorestice aprés coloration nucléaire des cellules
EJG par double marquage T.U.N.E.L./DAPI.

Les cellules EJG sont transfectées par les lipegleilisés a 2g/ml. La détection de I'apoptose est
réalisée 18 h apres la transfection.

A : Cellules EJG non transfectéds; Cellules EJG transfectées par les lipoplexesBdo, C:

Cellules EJG transfectées par les lipoplexes/pS&abn (Grossissement x 200)
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Cette phase expérimentaile vitro a permis de mettre en évidence que les genes
d’intérét étudiés sont des agents inhibiteurs $ipéeis de la prolifération des cellules
endothéliales, en effet I'expression de ces geraffente pas la prolifération des cellules
d’ostéosarcome. Il apparait de plus iquvitro I'endostatine et la Tnl sont des agents
inducteurs de I'apoptose des cellules EJG. Une eoaigon de I'activité antiangiogénique de
ces deux genes realisée sur des modeles de cudalid@sires indique qun vitro la troponine
| est un inhibiteur de la prolifération des celtutndothéliales plus efficace que I'endostatine.

La transfection de lignées cellulaires par lesgipges nous a permis de constater que
I'expression des transgenes est stable pendantoen¥B h. Ceci nous permet de fixer la
frequence d'administration des lipoplexes a effectuUne injection de lipoplexes,
correspondant a une concentration de g¢0’ADN, toutes les 48 h a 72 h, nous semble
suffisante pour maintenir un niveau d’expressionrdansgene suffisant pour observer un effet

antiangiogénique vivo.

V. Administration des lipoplexes aux rats porteurs

d’ostéosarcome

Les résultats encourageants obtenus lors de laepiii@sudein vitro, mettent en
évidence la spécificité d’action des deux agentdiés : I'endostatine et la Tnl musculaire.

Au vu de ces résultats, nous avons testé I'effiéatiérapeutique de ces genes sur un
modele tumorain vivo. Le modéle utilisé est celui de I'ostéosarcomdfgbée de rat, modéle
orthotopique qui possede les mémes caractéristigl@gressivité et le fort potentiel
métastatique de I'ostéosarcome humain. Les mémpesadimes cationiques que ceux utilisés

in vitro sur les modeéles de culture cellulaire, serventvetsteur de transfert des ADNc de
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I'endostatine et de la Trih vivo. La validité de la thérapie génique utilisant eesteurs

liposomiques est évaluée, et une étude compardéiseactions de I'endostatine et de la Tnl
est menée. L’appréciation de I'efficacité du tnaint antiangiogénique repose sur plusieurs
criteres : sa capacité a ralentir, voire a inhikercroissance tumorale, a empécher la

dissémination métastatique, et a induire une réalucke la vascularisation tumorale.

IV — 1. Administration intratumorale des lipopleXgSecEndo

Dans une premiere phase d’étude, les effets denirastration intratumorale des
lipoplexes (correspondant a 249 d’ADNCc) sur la croissance tumorale et la dissé&tiam
métastatique sont évalués. Ce premier essai agantbpt de valider la stratégie de thérapie
génigue antiangiogénique, est réalisé sur six amimaquatre recoivent les
lipoplexes/pSecEndo et deux rats témoins les lpad/pSecTag2.

Le nombre de rats étudiés ne permet pas de rédésegsts statistigues. Cependant
cette expérience nous a permis de nous assurelfence d'effets indésirables dus a
I'injection répétée de lipoplexes dans I'organisenele tester I'efficacité des ADNc a induire
directement une inhibition de croissance tumotateadministrant les genes directement dans
la tumeur, nous testons leur efficacité et noustdins les possibilités de diffusion des
lipoplexes dans l'organisme. Le géne de I'endastatdont I'action antiangiogénique est
établie sur de nombreux modeles tumoraux est clooisime un agent thérapeutique de
référence afin de valider la stratégie.
L’efficacité de la thérapie est évaluée tout auglale I'étude par appréciation du volume

tumoral calculé selon la formule de Carlsonn (Gamteet al, 1983) (Figure R22).

Les tumeurs des animaux du groupe témoin évolumpitlement, et ces rats sont

sacrifiés cinquante huit jours aprés le début déh&apie du fait d'une masse tumorale
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imposante. Alors que dans le groupe recevant pepliexes/pSecEndo, une régression de la
tumeur est observée pour deux animaux respectiieryemres 16 jours et 37 jours de
traitement. La tumeur se présente comme une néafmmm mobile a la palpation
respectivement de 0,8 cm3 et 0,4 cm3. Cette mébdisse supposer que les tumeurs ne sont
plus attachées a I'os et peuvent étre chirurgicafgraxcisées sans risque. Une fois le résidu
tumoral réséqué, les animaux recoivent deux imastiintratumorales supplémentaires des
lipoplexes/pSecEndo par voie intramusculaire, & grrespondant a I'ancien site tumoral.
Ces animaux ne présentent pas de signes de réddierale ni de développement
métastatique, méme apres une période de six mudisérapie.

Les deux autres animaux recevant les lipoplexeskp@®0 ne présentent pas de
ralentissement de la croissance tumorale impogantrapport aux animaux témoins. Si un
retard d’évolution est constaté pour une tumeawtie présente une croissance identique a
celle des tumeurs des animaux témoins. Cette éonlpeut nous laisser supposer que cette
tumeur échappe au traitement antiangiogénique.shiesst stoppé lorsque les rats témoins

sont sacrifiés ; les deux rats ayant recu les lgp@s/pSecEndo sont sacrifiés en méme temps.
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Figure R22 : Evolution des volumes tumoraux au cow du traitement.

Les volumes tumoraux sont appréciés tous les Bjmaur chaque animal, a I'aide de la formule de
Carlsonn. Les rats recevant les lipoplexes/pSecEndb représentés en rouge et dénommés selon le
traitement recu Lipoplexe/pSecEndo, les rats témeant représentés en bleus et désignés par le nom
du lipoplexe contrdle : lipoplexe/pSecTag.

Les tumeurs et poumons de tous les animaux sontiso@d des analyses
anatomopathologiques, afin d’étudier la structuistologique des tumeurs primaires et de
rechercher la présence de métastases pulmonaires.

L’examen histologique des deux tumeurs ayant régramntre par la présence au sein
du tissu musculaire d'un reliquat tumoral (Figur@3R). Cette structure tissulaire présente
les caractéristiques d’'une tumeur ayant totalenoenpresque complétement régressé. Le
reliquat tumoral est composé en grande partie deosé faite de tissu conjonctif jeune, de

débris cellulaires. Quelques cellules tumoralesyan atypigue sont décelées. La périphérie
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de la néoformation est nécrotique et est le siégaedinfiltration inflammatoire (Figure

R23B).

Figure R23 : Analyse histologique d’'une tumeur ayantotalement régressée.
A : Lame histologique de la néoformation incluse dansnuscle.Ms: Muscle squelettiqueT :
néoformation tumorale.

B : Coupe histologique de la néoformation tumorajepgsissement x 100).

175



L’autopsie des animaux sacrifies révéle la présedeemétastases pulmonaires
observables macroscopiquement pour les animauxinémade 3 a 7 meétastases sont
décelées, leur taille est comprise entre 0,2 eth3le diametre (Figure R24A). A I'examen
histologique, les métastases pulmonaires des awritéawins montrent un aspect similaire a
la tumeur primitive. Le faible pourcentage de néerde ces foyers métastatiques, 10% de la
surface tumorale secondaire, ainsi que la prés#eoabols tumoraux au niveau des artérioles

pulmonaires attestent de I'agressivité de cetteetur(Figure R24B).
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Figure R24 : Analyses histologiques de poumon detrgémoin.

A : Coupe de tissus pulmonaire de rats témoins natebreuses métastased)(sont observées.
(Lame scannée).

B : Coupe histologique d’'une métastase (grossissexntn0).
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Les poumons des animaux ayant recu le gene deobtaithe sont dépourvus de tout
foyer tumoral secondaire décelable macroscopiquemen

Des analyses anatomopathologiques sont menéesesutodipes tissulaires afin de
rechercher la présence d’éventuels foyers tumosaugndaires pulmonaires microscopiques
pour les animaux du groupe pSecEndo. Une struptureonaire intacte est observée, aucune
métastase n’'est détectée, chez aucun des animatx gimupe méme pour ceux ayant une

progression de la tumeur primaire similaire a ceéde témoins (Figure R25).

Figure R25 : Coupe de poumon réalisée sur un rat &ité par les lipoplexes/pSecEndo
(Grossissement x 100).

Des examens histologiques similaires sont réafise$es tumeurs de tous les animaux
dans le but d’étudier la densité cellulaire tumermretl de déterminer si I'endostatine induit des
changements de structure tissulaire de la tumenmape. Les résultats de ces analyses sont

présentés sur les Figure s R26 et R27.
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La structure histologique des tumeurs de ces anmadarifiés 58 jours apres le début
du traitement ne présente pas de différence notakke tumeurs des rats témoins comme
celles des rats ayant recu les lipoplexes/pSecEatd hétérogenes. Elles ont toutes des
régions hyperprolifératives, a forte densité caih@d ou des mitoses sont détectées et des
zones de nécroggouvantrenfermer des microcalcifications (Figure R26A &6R). Les
cellules tumorales apparaissent inchangées elles, alles sont de grande taille, avec des
noyaux volumineuy, irréguliers souvent nucléoléan®le centre nécrotique des tumeurs (rats
témoins ou rats traités) des couronnes de celkregrolifération entourent un vaisseau, ces

structures sont communément retrouvées dans I'sstéome (Figure R27).
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Figure R26 : Coupes histologiques d’une tumeur pra@nant d'un rat témoin

A : Région hyperproliférative, a densité cellulailevée. (Grossissement x 50).
B : Région tumorale centrale. (Grossissement xS0)écroseV : vaisseau
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Figure R27 : Coupe histologique d’'une tumeur proveant d’un rat traité par les

lipoplexes/pSecEndo
A : zone centrale nécrotique. Des zones de nécrasarent des régions de cellules proliférativé (

centrées sur des vaisseauy (grossissement x 50).
B : Coupe histologique de la méme région observéemus fort grossissement (x 100).
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Toutefois, I'estimation du pourcentage de nécrosmtre une différence entre les
animaux des deux lots. La surface nécrosée repeepeds de 30 % de la tumeur pour les
animaux témoins contre 50 a 70 % pour les animgartaecu le gene de I'endostatine.

L’estimation du pourcentage de nécrose est utilie@eoncologie pour apprécier
I'efficacité d’un traitement. L'augmentation de jpeurcentage de nécrose des tumeurs traitées
est un argument en faveur de l'efficacité de lagp& génique antiangiogénique. L’efficacité
de cette approche est également mise en évidendesp&gressions tumorales obtenues pour
les deux autres animaux.

Cette expérience montre I'absence d’effets indBigalieés a I'administration répétée
de lipoplexes. L'administration intratumorale dg®plexes peut induire un ralentissement de
la croissance de la tumeur mais est surtout eHigagur empécher toute dissémination
métastatique. Ces résultats préliminaires nous gigent de passer a la seconde étape de
validation de la thérapie génique antiangiogéniguecours de laquelle les lipoplexes sont

administrés par voie intraveineuse aux animauxepostde tumeur.

IV — 2. Effets des lipoplexes administrés par unteaveineuse

IV — 2 — 1. Biodistribution des liposomes catioregu

Il a été montré, dans d’autres modeles tumoraug, lgsl liposomes cationiques que
nous utilisons s’accumulent préférentiellement daascellules néoendothéliales des tumeurs
(Krasniciet al, 2003).

Afin de déterminer si cette cible tumorale spécifigest conservée lorsque ces
liposomes sont administrés par voie intraveinease de modéle d’ostéosarcome greffable de
rat, une analyse qualitative de la biodistributides liposomes dans les tumeurs et les

principaux organes : poumons, muscle, foie, reenyeau, est effectuée.
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Cette analyse est réalisée apres injection par &oide liposomes couplés a de la
rhodamine et de Lectine couplée a la FITC. Laectiouplée a la FITC colore tout le réseau
vasculaire, alors que la fluorescence rouge daéddamine n’est présente qu’au niveau des
cellules ayant incorporé les liposomes cationiquse colocalisation de la des fluorescence
de la lectine et de la rhodamine indique la présemes liposomes cationiques dans les
cellules endothéliales vasculaires.

Une accumulation de la double fluorescence FITClantne est observée au niveau
de la tumeur, alors que le double marquage deslesusavironnants est de faible intensité
(Figure R28A). Ce double marquage est égalementorgré au niveau des vaisseaux
localisés dans la région centrale nécrotique denteeur (Figure R28B). L’accumulation de la
fluorescence due a la rhodamine dans la tumeut passle résultat d’'une densité vasculaire
plus importante dans la tumeur puisque le marqdagecellules endothéliales a la Lectine —
FITC est aussi intense au niveau du tissu tumamlngqusculaire.

Dans les autres organes, la double fluorescencguasiment absente mettant en
évidence une faible accumulation des liposomesiwan des vaisseaux normaux. Malgré
une densité vasculaire importante, on peut notgusi absence de double fluorescence au
niveau des capillaires des alvéoles pulmonairegu(Ei R28C). Une absence de fixation au

niveau des capillaires du cerveau est égalemestatée (Figure R28D).
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Figure R28 : Biodistribution des liposomes cationiges.
La distribution des liposomes dans les organesaes da tumeur est étudiée 20 min aprés leur

administration par voie intraveineuse.
A : Interface tumeur /muscle.

B : Région centrale de la tumeit.: vaisseau
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Figure R28 (suite) : Biodistribution des liposomesationiques.

La distribution dans les principaux organes estdiéal aprés leur administration par voie
intraveineuse. Les fleches signalent la colocatiratles fluorescences traduisant la présence de
liposomes dans les cellules endothéliales vaseslair

C : Poumon.

D : Cerveau.

Al : Alvéole pulmonaire.
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Ces resultats indiqguent que dans le modele d’'ostéome greffable de rat, les
liposomes conservent leur haute affinité pour Isea® vasculaire tumoral périphérique
comme central, et s’accumulent peu dans les atis®ss. Ce ciblage du réseau vasculaire
tumoral par les liposomes cationiques nous perriegtvibager un protocole thérapeutique
dans lequel les lipoplexes seront administrés animaux par voie intraveineuse. Les
lipoplexes se localiseront de préférence au nivéaua tumeur, la diffusion des agents

thérapeutiques dans I'organisme sera limitée.

IV — 2 — 2. Comparaison des effets des ADNc dediestatine et de
la Tnl

Les animaux recoivent six injections intraveineusds lipoplexes (volume
correspondant a 240y d’ADN plasmidique). La capacité des genes dedbstatine et de la
Tnl a ralentir la croissance tumorale est évalaeég &u long du traitement par le calcul du
volume tumoral (Carlsonret al, 1983). L'effet des génes antiangiogéniques sur la
vascularisation de la tumeur est apprécié au tetenees six injections par des méthodes

immunohistologiques.

IV —2 -2 - 1. Effet des génes antiangiogéniquesascroissance tumorale

Des différences sont constatées au sein de chaoueeg en ce qui concerne
I'évolution du volume tumoral. Sur quatre animauaités par les lipoplexes/pSecEndo, un
présente une régression totale de la tumeur. Eancde, toutes les tumeurs des rats traités a
I'aide des lipoplexes/pSecTnlTag semblent échappetraitement. En effet, aprés dix jours

de traitement, le volume tumoral moyen de ce lbsaepérieur de 15% par rapport a celui du
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lot témoin (Figure R29). Cette analyse montre égaldg que I'endostatine induit un retard de
I’évolution tumorale ; a la fin de I'expérience Wlume tumoral moyen de ce groupe est

inférieur d’environ 25 % par rapport a celui dugpe témoin.

—&— Lipoplexes pSecTag2
| —®— Lipoplexes pSecEndo
Lipoplexes pSecTnITag

Volume tumoral (cm3)

0 T T T T T
Jo J2 J4 J6 J8 J10
Durée du traitement (jours)

Figure R29 : Evolution des volumes tumoraux moyensn cours de traitement.
Le volume tumoral est calculé par I'application ldeformule de Carlsonn. Le groupe témoin est
composé de 3 rats recevant les lipoplexes/pSecTaaR Jots composés de 4 animaux sont traités

respectivement par les lipoplexes/pSecEndo et p8€ag.

A la différence de I'endostatine qui ralentit laissance tumorale, la Tnl présente un
effet paradoxaln vivo, elle s’avere étre inefficace a stopper la croissaumorale, tout au

moins dans ce contexte.
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IV — 2 — 2 — 2. Effet des genes antiangiogéniquas Ia vascularisation

tumorale

Au terme d’'une cure de six administrations intraeeses de lipoplexes, les animaux
sont sacrifiés, les tumeurs sont prélevees et smsma des analyses immunohistologiques.
Ces études ont pour bdtévaluerl'effet des genes de I'endostatine et de la Tnl lsur
vascularisation tumorale.

L’analyse de la vascularisation tumorale est efféetsur des fragments prélevés dans
différentes régions de la tumeur a l'aide de l'eops dirigé contre un marqueur spécifique
des cellules endothéliales (RECA-1). Un intérétspharticulier est accordé a la bordure
tumorale, zone de croissance active, normalemepititavascularisee.

Une différence de la vascularisation périphérigas timeurs des différents groupes
est mise en évidence. Les tumeurs des rats ténfoaites par les lipoplexes/pSecTag?2)
présentent toutes une vascularisation dense. Eseau vasculaire est constitué de vaisseaux
irréguliers et nombreux formant des régions de itenasculaire plus élevée (Figure R30A).
Cette organisation vasculaire chaotique est regewans les tumeurs des animaux ayant recu
les lipoplexes/pSecTnlTag (Figure R30B). Les turmede ce lot de rats ont une densité
vasculaire importante, similaire a celle des turaalur groupe témoin. Une modification trés
nette du réseau vasculaire tumoral est notée dansabt des rats traités par les
lipoplexes/pSecEndo. Les tumeurs sont moins vasséés a leur périphérie, les vaisseaux
tumoraux sont isolés et de taille plus réguliereplels importante que les vaisseaux des
tumeurs témoins (Figure R30C). Les nombreetits vaisseauxrouvés dans les tumeurs
témoins sont absents. La vascularisation périphéride ces tumeurs est identique a celle
retrouvée habituellement au centre d’'un ostéosaedaissé en évolution naturelle ou traité

par les lipoplexes/pSecTag2.
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Figure R30 : Analyse de la vascularisation tumoral@ar microscopie de fluorescence.

La densité vasculaire est analysée qualitativenhest vaisseaux sont marqués par I'anticorps RECA-
1 et l'anticorps secondaire couplé a la fluores=éibes photos sont réalisées dans la région
périphérique des tumeurs. (Grossissement x BlO)Nécrose tumoraldJls : muscle squelettique).

A : rat témoin B : rat traité par les lipoplexes/pSecTnITag ; rat traité par les lipoplexes/pSecEndo.
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IV — 2 — 2 — 3. Génes antiangiogéniques et apoyitoserale

L’apoptose des cellules tumorales et endothéligsls analysée dans les mémes
régions ou la densité vasculaire a été étudieee EHt mise en évidence par triple
immunomarquage. Cette méthode permet de diffénetaesecellules tumorales apoptotiques
qui présentent un double marquage nucléaire DARLBIN.E.L, des cellules endothéliales
apoptotiques, apparaissant marquées par I'antidoEisA-1let T.U.N.E.L.

Cette étude confirme la diminution de densité vi@ observée pour les tumeurs
traitées par les lipoplexes/pSecEndo et 'abserceadation de cette densité vasculguoair

lesgroupes de rats recevant les lipoplexes/pSecTnITag.

IV—-2-2-3-1. Apoptose des cellules tumorales

Dans les tumeurs du lot témoin, peu de cellulesotalas présentant un double
marquage T.U.N.E.L. et DAPI, donc apoptotiques,t sdtectées. Les quelques cellules
apoptotiques visualisées sont dispersées (FigutdRRes tumeurs du groupe de rats traité
par les lipoplexes/pSecTnlTag montrent une légamgmentation des cellules apoptotiques
par rapport au lot témoin ; les cellules apoptagpeuvent étre dispersées ou organisées en
points focaux (Figure R31B). Une augmentation irtgoite des cellules tumorales
apoptotiques est mise en évidence dans les turtraitées par les lipoplexes/pSecEndo. Il est
a noter que ces cellules apoptotiques ont une ma@#m particuliere ; elles forment un
anneau qui établit une limite entre une zone deosécet une couronne de cellules tumorales
viables centrées sur un vaisseau (Figure R31Cj}e @eganisation est typique des régions
centrales d’'un ostéosarcome laissé en évolutiaurel, elle est également présente dans le

centre des tumeurs des animaux témoins ou reckglippoplexes/pSecTnITag.
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Figure R31 : Détection de I'apoptose des cellulesdothéliales et tumorales par microscopie de

fluorescence.
Les vaisseaux sont marqués par I'anticorps RECAFamticorps secondaire couplé a la fluorescéine,

I'apoptose est détectée par la technique T.U.N.E.L.
A : rat ttmoinB : rat traité par les lipoplexes/pSecTnIT&y. rat traité par les lipoplexes/pSecEndo.

Ap : apoptoseV : vaisseau. (Grossissement x 50).
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IV—-2-2-3-2. Apoptose des cellules endctlesli

Nous n’'avons pas mis en évidence dans ces tumeurgrdsence de cellules
endothéliales marquées par le T.U.N.E.L c’est & djpoptotiques; ce qui semble indiquer
gu'’in vivo I'endostatine serait plus un inhibiteur de la {jéoation des cellules endothéliales
gu’un agent pro-apoptotique. L’endostatine empéthkx mise en place des petits vaisseaux
tumoraux, que l'on retrouve dans les tumeurs demaux témoins ou ayant recu les

lipoplexes/pSecTnITag.

En résumé, au terme d’'une cure de six injectiotrsrineuses de lipoplexes, nous
pouvons constater que la Tnl est inefficace ellentnaine aucun changement histologique
dans 'ostéosarcome de rat, alors que I'endostaithét une diminution de la vascularisation
périphérigue de la tumeur et une augmentationagmptose des cellules tumorales. De plus,
cette étude préliminaire nous permet de montrelbbsBace d'effets secondaires liés a
'administration systémique répétée de lipoplexagcune perte de poids consécutive a
I'administration des lipoplexes n’est notée. Cesuliéts nous permettent d’envisager un
second essai thérapeutique au cours duquel legldixes/pSecEndo seront administrés par
voie intraveineuse et jusqu’a régression de la tuno&i décés des animaux. Le suivi des
animaux est assuré en cours de traitement parnfieraclinique classique et par imagerie

médicale.

IV — 3. Effet de 'administration des lipoplexesgg&ndo par voie
intraveineuse

La Tnl s’avérant étren vivo inefficace pour le traitement de ce modéle tumaalils
les lipoplexes/pSecEndo sont utilisés. Au courstrditement, les animaux sont suivis par

tomoscintigraphie ad®DG et angioscintigraphie ali™Tc. En fin d’étude, des analyses
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anatomopathologiques nous permettent de confiregrobservations faites par imagerie
meédicale, et d'étudier la densité cellulaire desndurs témoins et traitées par les

lipoplexes/pSecEndo.

IV — 3— 1 Evolution tumorale

IV—-3-1-1Groupe témoin

Les rats du groupe recevant le traitement témaopoglexes/pSecTag2) présentent
tous une évolution tumorale rapide (Figure R35augmentation de la croissance tumorale se
traduit en terme d’imagerie par une augmentatiota dixation tumorale dd®FDG, la tumeur
apparaissant plus intensément marquée (Figure:R32)

En début de traitement, la fixation DG par la tumeur est faible, elle représente
4% de la fixation totale difFDG. Au cours du temps cette fixation augmentedepient,
atteignant 35% par rapport a la fixation corporeétiale, peu avant le déces de I'animal.
Durant le méme intervalle, la fixation DG au niveau de la patte controlatérale n’ayant
pas de tumeur reste stable. Cette forte augmentdéda fixation tumorale dtfFDG traduit
une activitt meétabolique élevée de la tumeur. Ef#t caractéristique d'une tumeur
hyperproliférative, d’'un ostéosarcome en évolutiaturelle. Ces animaux témoins meurent
respectivement 27, 39 et 47 jours apres le débubadbérapie avec une masse tumorale
importante et présentent tous des métastases pair@®mombreuses. Certaines sont méme

détectables macroscopiquement, mesurant de 1/5anlde diamétre.
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Figure R32 : Evolution de la fixation du*®FDG au cours du traitement : rat témoin.

Le pourcentage indique la fixation tumorale'&&DG par rapport au reste du corps. (T : tumeur)

Ces images sont réalisées au début du traitemfent aprés 2 semaines de traitemeB) €t aprés 5 semaines de traiteme@) (
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IV -3 -1-2. Groupe Lipoplexe/pSecEndo

Il existe des variations individuelles importantsand a I'évolution des volumes
tumoraux au sein de ce groupe, visibles sur larBigRB5 présentant I'évolution individuelle
des tumeurs des rats au cours du traitement.

Trois rats  (dénommés lipoplexe/pSecEndol, lipopfExecEndo3 et
lipoplexe/pSecEndo4, d’aprés le traitement adnmgjsint une compléte régression tumorale,
(Figure R35) ce qui se traduit en terme d'imagéaiessi bien®FDG que®*™c) par une
diminution de la fixation de radionucléide au nivabe la tumeur qui redevient équivalente a
la fixation de la patte controlatérale non portedsd¢umeur (Figure R33). Ces animaux sont
traités pendant une semaine supplémentaire afimit@r toute cellule tumorale existante.
lIs ne présentent pas de signe de reprise tumorale développement métastatique 3 mois
apres l'arrét de la thérapie.

Un rat recevant les lipoplexes/pSecEndo montre etard de croissance tumoral
important (rat Lipoplexe/pSecEndo5, Figure R35).mieurt 27 jours apres le début du
traitement d’'un arrét cardiaque au cours d’'unectige.

Un animal présente une tumeur qui évolue rapiden(exttLipoplexe/pSecEndo6,
Figure R35). Il semble que cette tumeur ait échappéda thérapie, comme l'indiquent la
progression de la tumeur et I'évolution de la fieatde '®*FDG et de™™Tc qui toutes deux
augmentent rapidement de facon parallele (Figur®.RE animal présente, 47 jours apres le
début du traitement une tumeur qui stagne (rat plgp@/pSecEndo2). Cette tumeur est
chirurgicalement excisée, la thérapie est poursiwiar la tumeur récidive. Cent jours apres le
début de la thérapie, 'administration des compdexst arrétée pour cause de grossesse. A la
mort de cet animal, 35 jours aprés l'arrét de &apie, I'analyse anatomopathologique révéele
la présence de deux métastases pulmonaires, a@sigpeu compte tenu de l'agressivité de

I'ostéosarcome et du fait que cet animal est n@stdois sans traitement.
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Angioscintigraphies Tomoscintigraphies

Figure R33 : Evolution paralléle de la fixation turrorale de'®FDG et **"Tc au cours du

traitement lipoplexe/pSecEndo

Rat pSecEndo3 présentant une involution tumoradbndioscintigraphie et la tomoscintigraphie sont
réalisées a 48 h d'intervallé, B : diagnostic de la tumeug, D : détection de la tumeur apres deux
semaines de traitemeit, F : détection de la tumeur aprés 4 semaines denraitt. Les pourcentages
(B, D, F) indiquent la fixation dé®FDG par la tumeur par rapport au reste du corpsapport R A,

C, E) représente la fixation &8'Tc de la tumeur comparée a celle de la région ofaérale.
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Angioscintigraphies Tomoscintigraphies

Figure R34 : Fixation de’®FDG et *™Tc au cours du traitement chez un rat échappant au
traitement lipoplexe/pSecEndo.

Rat pSecEndo6

A, B : diagnostic de la tumeur.

C, D : apres 3 semaines de traitement

Les pourcentage®( D) indiquent la fixation dé®FDG par la tumeur par rapport au reste du cores ; |
rapport R A, C) représente la fixation d&™Tc de la tumeur comparée & celle de la région

controlatérale.
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La Figure R35 résume I'évolution du volume tumatal chaque animal inclus dans

cet essai.
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Figure R35 : évolution des volumes tumoraux en caosi de traitement.

En résumé :

- les rats témoins sont tous morts dans des délatsseement courts et présentaient a ce

moment la des tumeurs ayant un volume important.

Sur les six rats traités par les lipoplexes/pSecEnd
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- Trois présentent une régression totale de leetmnet aucune récidive apres l'arrét du
traitement

- Un rat présente un retard significatif de lagsance tumorale.

- Un autre rat a une tumeur évoluant lentementegtiiréséquée et récidive mais I'animal
présente une survie prolongée par rapport aux amxitémoins.

- Pour un animal la tumeur semble échapper aiemnant.

Ces évolutions des volumes tumoraux sont constatéésmoscintigraphie aiFDG
aussi bien qu’a I'aide de I'angioscintigrapf8Tc.

Les examens par imagerie médicale (tomoscintigeaprau *FDG et
angioscintigraphi€®™Tc) permettent de déterminer la prise de la greffeorale, de suivre
I’évolution de la masse tumorale et de sa vas@atan au cours du temps.

Comme présentés sur les Figure s R33 et R34, vesun de fixation tumoraux des
radionucléides, pour un méme animal, évoluent eallgée, mettant en évidence l'existence
d’une relation entre le degré de vascularisatiobicd¢éosarcome et son métabolisme.

L’augmentation de la croissance tumorale se tradaitterme d’'imagerie par une
augmentation de la fixation du radionucléid&DG ou®™Tc), la tumeur apparaissant plus
intensément marquée. Cette augmentation de laidixatles radionucléides reflete
I'augmentation du métabolisme tumoral (cas'thDG), une vascularisation tumorale accrue
(*°™c) et se traduit par un accroissement de la tdéléa tumeur (Figure R34). Au contraire
une diminution de marquage radioactif au niveadadéumeur indique une involution du
processus tumoral : métabolisme réduit et dimimutie la vascularisation (Figure R33).
Dans le cas de l'angioscintigraphie, un retour dpport de fixation R a une valeur de 1
indique que la tumeur a une vascularisation idemtig celle de la patte controlatérale. Au

début du traitement ce rapport est voisin de 1,2.-la tumeur est alors faiblement
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vascularisée, un accroissement de ce rapport iadigut comme une augmentation de la

fixation de*®FDG, une croissance tumorale accrue.

IV — 3 —2. Analyses histologiques des tumeurs stg®imons en fin de

traitement par les lipoplexes/pSecEndo

Des études anatomopathologiques sont réaliséem atieksai sur des coupes des
tumeurs et des poumons. Elles permettent de cosfites résultats observés en imagerie
médicale au cours de la thérapie.

Les poumons des animaux ayant recu les lipopleSestpndo sont soumis a des
examens anatomopathologiques pour déceler la mes@rentuelle de métastases. Aucun
foyer métastatique ne peut étre détecté microsaepignt dans les poumons de ces animaux,
méme chez le rat dont la tumeur primaire semb&iapper au traitement (Figure R36A).

Au contraire, les poumons des rats témoins ont ndenbreuses métastases
pulmonaires, certaines sont méme détectables ntagigsiement, dont une métastase d’'un
diamétre de 1 cm. L'étude histologique de ces negas montre une grande similitude avec
la tumeur primaire. Ces foyers tumoraux secondargsune densité cellulaire élevée et des
zones de nécrose peuvent étre détectées au cestrelus importantes métastases (Figure

R36B).
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Figure R36 : Analyses histologiques des poumons n de traitement par les lipoplexes
contréles et pSecEndo.

A : Coupe de tissu pulmonaire de rat recevant Ig®plexes/pSecEndo.Af : artériole)
(Grossissement x 50).

B : Coupe de tissu pulmonaire de rat témoin. Régiéoratique au centre de la métastade: (

Nécrose) (Grossissement x 50).
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Des examens identiques réalisés sur les tumeumnsaipes, ne montrent pas de
différences histologiques entre les tumeurs duggdémoin et celles du groupe recevant les
lipoplexes/pSecEndo. Les tumeurs présentent tolieganisation tissulaire typique de
I'ostéosarcome caractérisée par la présence densbiyperprolifératives a densité cellulaire
et mitoses élevées en périphérie, et de régiors @umoins nécrotiques au centre de la
tumeur. Dans ces régions nécrotiques, des miciifications peuvent étre présentes (Figure
R37).

L’appréciation du pourcentage de nécrose tumoratente indicateur de I'efficacité
du traitement s’avére ici inutilisable, car aucumegmentation significative de la nécrose
tumorale n’est observée aprés I'administration lifmsplexes/pSecEndo. On peut toutefois
noter que toutes les tumeurs témoins envahisseigsie musculaire voisin. Ce phénomeéne
n'est pas observé pour les tumeurs des animaugsnaar I'endostatine. L'endostatine semble

prévenir ce processus.
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Figure R37 : Analyses histologiques des tumeurs éin de traitement par les lipoplexes contréle
et pSecEndo.

A : Coupe de tissu tumoral de rat témoin (grossisaemg0).

B : Coupe de tissu tumoral de rat recevant les Igpas/pSecEndo (grossissement x 50).

N : NécroseMc : Microcalcification

203



IV — 3 —3. Dosage de I'endostatine circulante

Un dosage de I'endostatine plasmatique est réadifsé de déterminer si le
ralentissement de la croissance tumorale, la difmnule la vascularisation de la tumeur et la
prévention de la dissémination métastatique peugtrtdues a une augmentation du taux
d’endostatine circulante.

L’endostatine est dosée dans le plasma de quatis racevant les
lipoplexes/pSecEndo et des 3 rats témoins, 24 dt d4Brés I'administration des lipoplexes

par voie intraveineuse. Les résultats de ce dosagieprésentés sur la Figure R38.

60 B lipoplexe pSecEndo, i.v.+24h

B lipoplexe pSecTag2, i.v.+24 h
O lipoplexe pSecEndo, i.v.+48h

— 50 1 B lipoplexe pSecTag, i.v.+48 h
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lipoplexe pSecEndo, lipoplexe pSecTag2, lipoplexe pSecEndo, lipoplexe pSecTag2,
i.v.+24h i.v.+24 h i.v.+48h i.v.+48 h

Figure R38 : Dosage E.I.A de I'endostatine plasmigjue.
Ce dosage est réalisé 24 et 48 h apres injectiaveineuse des lipoplexes/pSecEndo et pSecTag2
Iv : administration par voie intraveineuse.
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Le dosage de I'endostatine plasmatique 24 h aj@@wsinistration des lipoplexes, met
en évidence une concentration de cette protéiregdément supérieure pour le lot recevant les
lipoplexes/pSecEndo par rapport au groupe témiais concentrations sont respectivement de
43 et 32 ng d’endostating/ ; cette différence n’est toutefois pas signitfica (p>0,05). Une
diminution de 8 ngfl du taux d’endostatine circulante est mesuréeedatrtemps iv + 24 h et
iv + 48 h chez les animaux recevant les lipopleg®stEndo. Cette diminution indique que
I'administration des lipoplexes augmenterait trégekement la concentration circulante de
cette protéine. Les variations de la concentrafiendostatine circulante mesurée ne sont pas
significatives (p>0,05). Ce résultat est nettememtfaveur du ciblage de la vascularisation
tumorale par les liposomes cationiques, il configeax obtenus avec les liposomes marqués

a la rhodamine et I'hypothése d’'une action locatadrale de I'endostatine.
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A lissue des expériences réalisées sur le modelmad, certaines conclusions
concernant les genes employés apparaissent.
- la Tnl est inefficace a induire un retard crarse ou une diminution vascularisation
tumoralein vivodans le modéle tumoral que nous utilisons.
- 'administration de la séquence codante de bstatine entraine une diminution importante
de vascularisation tumorale, un retard de croissaoenorale mais surtout prévient la
dissémination métastatique de I'ostéosarcome.
- que le traitement soit administré par voie inmaorale ou intraveineuse, un allongement de

survie est constaté pour tous les animaux recéeafipoplexes/pSecEndo.

Les analyses statistiques réalisées pour calcesecdurbes de survie des rats ayant
recu le traitement par voie intraveineuse montuenallongement de survie significatif : Dans
cette analyse, I'animal décédé a j27 n’est pasgorisompte, attendu qu’il n’est pas mort des
suites de la progression tumorale mais d’'un chosécutif a I'injection des lipoplexes.

p < 0,05 (test de Mann et Whitney) (Figure R39).
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Figure R39 : Analyse de la survie des animaux tras par voie intraveineuse.
L’analyse statistique de la survie est réaliséappliquant un test de Kaplan Meyer.
La survie des rats traités par les lipoplexes/p8doEest évaluée contre celle des rats traitésesar |

lipoplexes/pSecTag?2. Le traitement débute a j&.0p042

L’allongement de survie des rats traités par lpsgiexes/pSecEndo met en évidence
la validité et I'efficacité de la thérapie génigaevecteur non viral dans le traitement de ce
modéle d’ostéosarcome.

Les résultats obtenus nous permettent d’envisaggrolursuite de cette étude, en

incluant un nombre plus important de rats dang$ssis.
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DISCUSSION
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Le travail que nous présentons entre dans le chdrééveloppement des nouvelles
approches thérapeutiques anticancereuses. L'dbgedcérme serait de mettre au point une
stratégie de thérapie génique antiangiogéniquevadja ou néoadjuvante des tumeurs
solides.

Nous avons examiné l'action antiangiogénique dexdgénes : lI'endostatine et
I'isoforme musculaire de la troponine | (Tnl). Getitude est menée vitro sur des lignées
cellulaires en culture éh vivo sur un modéle expérimental d’ostéosarcome deredtégen

position orthotopique et connu pour étre prochadstuation pathologique humaine.

Dans un premier temps nous rappellerons le faiearagsu de I'expérimentatian
vitro : la confirmation de l'activité antiangiogéniqueésfgique des genes utilisés sur des
modeles cellulaires mimant le modéle expérimentamal. Nous exposerons ensuite les
raisons du choix du modéle animal et de la stratéggrapeutigue employée, enfin nous
discuterons les principaux résultats tirés de gpgrmencesn vivo:

- la Tnl appliquéeén viva se révele inefficace a induire un retard de ¢téssance tumorale et
la prévention du développement des néovaisseawraux

- 'endostatinein vivo s’oppose a la dissémination métastatique

- ’'endostatine induit une diminution de la vasgidation tumorale

- les liposomes cationiques administrés par vtti@veineuse permettent un ciblage tumoral
des ADNc

- les techniques d'imagerie médicale sont utitegpplicables dans le suivi de la thérapie

génique antiangiogénique
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|. Effet des genes utilisés vitro sur des modeles de culture

cellulaire

Le but de I'expérimentation réalisé@e vitro a été de valider la méthode de transfert
des génes sous forme complexée a des liposomesigags €galement utilisée vivo, de
confirmer et comparer I'action antiangiogénique deses étudiés. Le choix des lignées
cellulaires et du mode de transfection ont éta@sésldans la perspective d’application de la

stratégie thérapeutique sur un modele animal exyétial.

Afin de pouvoir comparer leur action antiangiogémigchacun des deux genes a été
inséré dans le méme vecteur d’expression plasnadufiecTag2 qui possede une séquence
permettant la sécrétion de la protéine codée pplakmide recombinant. Une telle séquence
permet d’amplifier I'efficacité de la transfectioha protéine recombinante synthétisée par
une cellule transfectée peut gagner une autreleatlble non transfectée, et y exercer son
action. La sécrétion des protéines recombinantds cesfirmée par des techniques
d'immunohistochimie montrant la présence des pmeiendostatine et TnlTag dans les
cellules transfectées, et dans le milieu envirohnbes expériences de coculture verticale
réalisées a l'aide de cellules d’ostéosarcome rélgatées par les constructions pSecEndo et
pSecTnlTag et de cellules endothéliales capillagesfirment la sécrétion des protéines
d’intérét et mettent en évidence le potentiel agfiagénique des genes étudiés. En effet,
I'exposition des cellules endothéliales aux clocefulaires d’ostéosarcome sécrétant les
protéines angiostatiqgues se traduit par un raksmient significatif de la prolifération
cellulaire. Ceci témoigne d’un taux de sécrétiaam, les cellules transfectées, suffisant pour
induire un effet inhibiteur de croissance des ¢efluendothéliales et de l'intégrité des

protéines SecEndo et SecTnITag.
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Les résultats obtenus au cours des expériencearddert de genes, par les lipoplexes
sur les lignées cellulaires étudiées ont permisnéétre en évidence plusieurs points. Ces
études confirment la spécificité de I'activité amjiogénique de I'endostatine, démontrée
pour la premiére fois par Boehm (1997), et de la (Moseset al, 1999 ; Feldmart al,
2002). La Tnl tout comme I'endostatine est un iitkilr spécifique de la prolifération des
cellules endothéliales qu’elles soient d’originertaine (cellules HUVEC) ou bovine (cellules
EJG). Ces données montrent goevitro la Tnl est un inhibiteur de I'angiogenese aussi
spécifiqgue et au moins aussi efficace que I'endiostaprovoquant, a concentration égale, une
inhibition de la prolifération des cellules EJG plimportante que celle générée par
I'endostatine.

Le fait que la Tnl comme I'endostatine, inhibe sewént la prolifération cellulaire
stimulée par des mitogenes (b-FGF et VEGF) estemigvidence par Moses et son équipe
(Moses et al, 1999) puis par Feldman (Feldmah al, 2002). Ces données pourraient
indiquer que la Tnl est un agent antagoniste defasgurs de croissance et inhiberait la
croissance des cellules endothéliales en entrantanpétition avec ces agents pro-
angiogéniques au niveau de leur récepteurs menilearfosest al, 1999 ). De plus, cette
hypothése rejoint un des mécanismes d’action pesp@®ur I'endostatine (Sasaéd al.,
1999). Pour notre part, les résultats sont singigaipuisque nous montrons que la Tnl et
I'endostatine sonin vitro des inducteurs de I'apoptose des cellules endalbgl Ceci nous
permet de supposer gu’'appliquées au traitemenbsi&dsarcome greffable de rat, la Tnl et
I'endostatine vont toutes les deux exercer un pnissffet inhibiteur de I'angiogenése, peut

étre selon le méme mécanise d’action : par indonat®l'apoptose des cellules endothéliales.
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Apres avoir vérifié que les genes d’intérét sonvitro des inhibiteurs spécifiques de
la prolifération des cellules endothéliales, nousna évalué leur effet antiangiogénique sur
un modele orthotopique d’ostéosarome, greffé enitipos paratibiale chez des rats

immunocompétents.

Cet ostéosarcome greffable est issu d’'une tumeiamitppe induite par linjection
d’une solution colloidale d’hydroxyde dé&'Cérium (Alloucheet al, 1980 ; Jasmiret al,
1982). Le modéle choisi reproduit les caracténsgmétaboliques, agressives, histologiques
et métastatiques de l'ostéosarcome humain (Jasinal, 1982 ; Hernigouet al, 1987 ;
Takeshiteet al, 1996).

Les protocoles expérimentaux que nous appliquongapprochent de la réalité
clinique puisque le traitement est appliqué surtdeeurs décelables et évolutives et que les
animaux sont imuocompétents, la réponse obserwédoes proche de la réalité clinique.
Notre modele se distingue sur ces points d’autiedeé de thérapie génique dans lesquelles
I'induction de la maladie et le traitement sont glitanés. De telles études utilisent souvent
des cellules tumorales modifiées pour exprimerdieegd’intérét (Yeet al., 2002 ; Shiet al,.
2002). De plus, beaucoup d'études ont été réaliséesdes animaux présentant une
défaillance du systeme immunitaire ($ial., 2002 ; Pukkanemt al., 2002) ce qui favorise
la greffe de cellules tumorales. Cependant la répombservée est modifiée par

'immunodéficience.
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II. Pourquoi ’ADNc de Tnl n’entraine vivo ni retard de la

croissance tumorale ni modification de la vasca&tion ?

Les données obtenues apres une cure de six adatioiss intraveineuses des
lipoplexes/pSecTnlTag aux rats porteurs d’ostéasaecsont inattendus et trés différents de
ceux obtenus vitro sur des cultures cellulaires. En effet les expérs de culture cellulaire
et les résultats de Moses (1999) nous laissaigposer que la Tnl se réveéleraitvivo un
inhibiteur de I'angiogenése au moins aussi efficaoe 'endostatine.

Sur le modele d’ostéosarcome de rat, nous n‘avass U mettre en évidence
d’activité antiangiogénique de la Tnl. En effetcan ralentissement de la croissance tumorale
n'est observé pas plus qu'une diminution de la idé&nssculaire tumorale en réponse au
traitement par 'ADNc de la Tnl. Ces observationatsen contradiction avec les résultats de
Moses (1999), qui avait mis en évidence pour lanpFee fois I'action antiangiogéniquae
vivo de la Tnl ainsi que sa capacité a prévenir le ldppement de métastases pulmonaires
dans un modéle de mélanome murin.

L'absence d’efficacité thérapeutigue ne peut éinputée au vecteur plasmidique
puisque le méme est utilisé dans le cas de I'eatinstet une activité antiangiogénique de la
protéinein vivo est clairement mise en évidence. Nous ne pouvasisi@n plus incriminer les
liposomes dont nous avons montré le ciblage tunspétifiqgue. Les résultats observés sont
attribuables a la Tnl elle-méme. Nous proposondgges hypothéses pour expliquer cette
absence d’effet.

La protéine codée par le plasmide présente un emaegt d’acide aminé (une
thréonine remplace une isoleuine) par rapports&tpience décrite par Zhu (Zéual, 1994).

Ce changement de base constaté peut étre d0 arene furvenue lors du séquencage ou il

peut s’agir d’'une mutation sur le plasmide, maiisangement n’affecte apparemment pas
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I'activité de la protéinen vitro. Cette modification ne peut a elle seule explidisysence
d’efficacité de la Tnlin vivo. Des expériences complémentaires nous permetttent

déterminer la nature de ce changement.

La Tnl recombinante exprimée a partir de notre taoion plasmidique est
fusionnée a un épitope c-Myc. La présence de daip&ppourrait faire adoptén vivo une
structure tridimensionnelle a la protéine qui ladénactive. L'existence d’une relation entre
la conformation d’'une protéine et son activité amgiogénique a été mise en évidence pour
I'endostatine (Boehm, 1999). Nous pouvons suppgseme telle relation existe aussi dans le
cas d’autres protéines antiangiogéniques endogimeda Tnl.

D’autre part, peu d'attention a été portée surecetbforme de la Tnl depuis les
travaux de Moses. Seule la Tnl cardiaque est eudiépart son implication en temps que
marqueur des atteintes cardio-vasculaires. L’hogieloimportante existant entre les
isoformes musculaire et cardiaque de cette prof@nmet de supposer que la Tnl musculaire
se comporte dans la circulation sanguine de mardergique a la Tnl cardiaque. Giuliani a
montré que les formes libres de la Tnl cardiaqua soinoritaires et que la troponine |
circulante est majoritairement sous forme de corglbinaire [I-T] ou ternaire [I-C-T]
(Giuliani et al, 1999). L'implication de la Tnl musculaire danssceomplexes aurait
certainement pour conséquence de la rendre inactive

Le mécanisme suivant lequel la Tnl musculaire ex@ait son activité
antiangiogenique reste inconnu, ainsi que I'étapd’ahgiogenése qu’elle pourrait cibler.
Tous les inhibiteurs de I'angiogenése n’exercerg [gur action au méme stade de ce
processus. Bergers a montré que I'endostatine speictre d’action assez étendu et cible a la
fois les étapes précoces et un peu plus tardivEardgogenese (Bergegt al.,1999). La Tnl

pourrait exercer son action antiangiogénique aagest précoces de l'angiogenése. Dans le
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modele décrit par Moses, la Tnl est administrée h2éprés l'inoculation des cellules
tumorales. Le fait qu'une action antiangiogénique ld Tnl soit alors observée pourrait
indiquer gque cette protéine inhibe une étape peedecl’angiogenese, étape qui est dépassée
lorsque nous débutons I'application du traitement.

Des essais complémentaires sont programmés aftordfemer les résultats obtenus
in vivo. Un clonage de 'ADNCc de la protéine sans fusiaimaélément de détection (épitope
c-Myc) peut permettre de déterminer si la fusiorad@nl & I'épitope c-Myc est responsable
des résultats obtenus. La Tnl est certes ineffieggdiquée au traitement de I'ostéosarcome,
mais elle pourrait se révéler un bon agent thétapex pour inhiber la vascularisation
d’autres tumeurs. Une spécificité d’action tiss@lagést constatée pour certains inhibiteurs
(Dkhissiet al, 2003). Il se pourrait que ce soit le cas derla Une comparaison de I'effet de
la Tnl dans d’autres modeles tumoraux permettraicanfirmer l'inefficacité de la Tnin
vivo ou d’obtenir une indication concernant la poss#ulton tissu-spécifique de cet agent.

Nous pouvons noter que depuis les travaux de Masesin travail relatif a I'action

antiangiogéniquén vivode la Tnl n’a été publié.

lll. L'ADNc de [I'endostatine prévient la dissémirat
métastatique et entraine un retard de croissamoerdle in

VIVO

Outre un ralentissement, voire dans certains cae umhibition totale, du
développement tumoral, le résultat essentiel oblersude ces essais employant 'TADNc de
I'endostatine comme agent antiangiogene, est keptidn de la dissémination métastatique.

Ce phénoméne est uniquement observé pour les animgui ont recu les

215



lipoplexes/pSecEndo, et ce indépendamment de ka d@dministration. Au contraire, de
nombreuses métastases pulmonaires sont détectéessompiquement et microscopiquement
chez tous les rats témoins.

Cette protection contre la dissémination métasiatigourrait s’expliquer par la
différence de volume tumoral existant entre les tiaités et témoins. Cependant, il faut noter
gue tous les rats recevant les lipoplexes/pSecEmdprésentent pas de régression ou de
ralentissement de la croissance tumorale. Certiimaaux semblent échapper au traitement
et présentent des tumeurs dont I'évolution estzassmparable a celle des tumeurs des rats
témoins, pourtant aucune métastase pulmonaire d&stctée chez ces animaux. Diverses
hypothéses peuvent étre émises pour expliquer @latence de foyer métastatique.

Lorsque la thérapie est administrée par voie intnatrale, des cellules tumorales
incorporent les lipoplexes et maintiennent au nivele@ la tumeur un taux d’expression
d’endostatine suffisamment élevé pour empécherit® an place de nouveaux vaisseaux,
provoguer un accroissement de la nécrose tumorg@eeenir la dispersion métastatique des
cellules tumorales. L'effet observé est dans cdrogsitable a I'action locale de I'endostatine
produite par les cellules tumorales qui se combieffet de I'endostatine délivrée par les
lipoplexes dans les cellules endothéliales.

L'utilisation des liposomes comme vecteurs de gamgsarait comme la méthode de
transfection la plus sOrim vivo; il a toutefois été montré que leur administratfar voie
intraveineuse initie une production importante gwkines pro-inflammatoires (Whitmoet
al. 1999 ; Tanet al., 1999). Cette production et due en grande partenaotifs CpG non
méthylés présents sur le plasmide produit par éesthes. Ces motifs CpG non méthylés
entrainent la reconnaissance de ’ADN bactérienraerélément étranger (Kriegal., 1995)
et la production en réponse de cytokines pro-infitetoires. Ces cytokines (TNFIFNy, II-

12 entre autres) vont activer une réponse immuaitgti sont responsables d’'un puissant effet
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antitumoral chez la souris (Whitmoet al, 1999 ; Dowet al, 1999). Ces auteurs pensent
que, dans une certaine mesure, l'inhibition de daissance tumorale observée lors de
I'application de la thérapie génique est due ativation de la réponse immunitaire. Les
réponses thérapeutiques observées seraient dysesteEna cette réponse immunitaire induite
par I'introduction dans I'organisme d’ADN bactérien

Dans nos études nous pouvons dire que la répomaaritaire obtenue en réaction a
I'injection de lipoplexes n'est pas suffisante panduire ni pour expliquer le retard de
croissance et surtout I'inhibition de la dissémmratmétastatique observée au cours du
traitement par 'TADNc d’endostatine. En effet, simaux témoins recoivent eux aussi les
mémes quantités d’ADN plasmidique produit par destdries, que les rats traités par
I'endostatine, ils vont présenter la méme réadtiemunitaire. Pourtant chez ces animaux les
tumeurs évoluent normalement. Ceci indique clairdmee la réponse des cytokines ne peut
expliquer I'inhibition de la dissémination métagjat observée pour les animaux recevant les
lipoplexes/pSecEndo. Cette prévention est le résdl la seule activité angiangiogénique de
I'endostatine. O’Reilly a le premier mis en évideres capacités de I'endostatine a réduire la
croissance tumorale et prévenir la dispersion rditgee (O'Reilly et al, 1997). De
nombreuses études de thérapie géniqgue menéeslisanut’ADNc de I'endostatine dans
divers vecteurs viraux, ou non , présentent les esérasultats (Sautet al, 2000 ; Jiret al,
2001 ; Liet al, 2003).

Au cours de cette étude une question s’est poségw: augmentation du taux
d’endostatine circulante pourrait elle expliquer [@évention de la dissémination
métastatique ?

L’endostatine produite par les cellules endothétialransfectées gagnerait par voie
sanguine des organes cibles tels que les poumomgsjaterait la son rdle protecteur du

développement métastatique. Afin de vérifier cettesibilité nous avons dosé I'endostatine
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circulante et nous n’avons pas pu mettre en évaldaagmentation du taux d’endostatine
plasmatique au cours du traitement par voie intreetese. Ce résultat est également rapporté
par d’autres équipes utilisant des techniques alestert liposomales ou virales (Feldman et
Libutti, 2000b ; Jouanneaet al, 2001). Ces études ont en commun le fait de neapas
d’endostatine circulante augmentée mais d’'induireatard de la croissance tumorale.
Dans une expérience similaire, Chen a p( mettrévaence une élévation significative de
I'endostatine circulante aprés administration veiaeuse de lipoplexes (Chest.al, 2000).
Chen postule que cette augmentation d’endostagingue est due a I'injection intraveineuse
des lipoplexes et est en partie responsable digltassion tumorale qu'il obtient. Feldman a
montré peu apres Chen, que les taux d’endostatioelante ne sont pas plus élevés aprés
traitement et que la réduction tumorale est unt effieect du ciblage des lipoplexes sur les
vaisseaux tumoraux (Feldman et Libutti, 2000b). Kesultats rejoignent les conclusions de
Feldman. De plus, nous pensons que l'existence ailebreuses enzymes capables de
dégrader rapidement I'endostatine est aussi usenaxpliquant I'absence d’augmentation
de I'endostatine circulante (Ferreras al, 2000). Nous pouvons donc supposer que si de
I'endostatine est libérée dans le plasma elle égtatiée rapidement avant de pouvoir gagner
d’autres organes et d’y exercer son effet protecteu

Nos résultats indiguent que I'endostatine agit axeau de la tumeur primaire : en
inhibant la mise en place de la néovascularisdtiomorale, elle prive les cellules tumorales
de leur principale voie de dissémination, et lepé&che de quitter la tumeur primaire et de
former des foyers métastatiques. L'absence de mét&sau terme du traitement est un bon
indicateur de [l'efficacité de la thérapie géniquatiangiogénique utilisant I’ADNc

d’endostatine.
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Si 'endostatine prévient la dissémination métapti@t chez tous les rats recevant les
lipoplexes/pSecEndo, des différences sont notéantcu lI'évolution de la tumeur primaire.
Elles peuvent étre expliquées par le fait quau mamde la greffe tumorale, certains
fragments tissulaires ont une capacité proliféeaplus importante que d’autres, a cause de
I'nétérogénéité du tissu tumoral. Ces greffons ifin@nt plus vite et mettent en place une
vascularisation un peu plus tét que les autres twsné’endostatine est donc moins efficace a
ralentir la croissance tumorale. Nous pouvons ssgpque lorsque le traitement est débuté,
les tumeurs de certains rats ont dépassé un stadmé « fenétre de plasticité ». Ce terme
désigne le délai existant entre la formation desseaux par les cellules endothéliales et la
mise en place de la paroi vasculaire autour desvaiseaux et durant lequel les cellules
endothéliales, sont plus sensibles aux agents ngitigéniques (Benjamiret al, 1998).
Lorsque le traitement débute et que la vascul@isatumorale est encore immature,
I'endostatine cible plus facilement les celluled@héliales et posséde une plus grande
efficacité. Cela se traduit par une diminution eevhscularisation tumorale et entraine un
retard de croissance de la tumeur important epluseforte apoptose tumorale.

Au contraire si le traitement débute lorsque cagtaaisseaux ont déja mis en place la
protection par les péricytes, I'action de I'endtisg est moins efficace. Les effets de la
thérapie sont moins visibles, ce qui corresponé@réaimes progressions tumorales que nous
avons obtenu. Ceci indique la nécessité d’applidaetraitement antiangiogénique avec
I'endostatine dés le début de la croissance tumoNibs résultats sont confortés par ceux de
Bergers qui montre que I'endostatine a un effeaagtogénique plus puissant quand on cible
les tumeurs au début de leur expansion (Bergeral, 1999). Cette fenétre de plasticité
fournit une « fenétre thérapeutique », au courkageelle le ciblage des vaisseaux immatures
est idéal (Bergerst al.,2003). En effet, pendant ce laps de temps, pessible d’inhiber a la

fois la prolifération des cellules endothélialesd&tmpécher la mise en place des péricytes.
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Bergers a récemment montré que I'association de dgents I'un inhibiteur du récepteur du
PDGF (le SU6668) et l'autre inhibiteur de VEGFR @&5416) entraine une régression
tumorale plus importante que lorsque chaque agenttdisé séparément (Bergees al,
2003). Ceci laisse entrevoir de nouvelles orieotsti pour la thérapie génique
antiangiogénique associant l'inhibition des cebBulendothéliales a des agents ciblant les

péricytes.

V. L'ADNc de I'endostatine induitin vivo une diminution de la

vascularisation tumorale

L'efficacité d’'un traitement antiangiogénique esrtes évaluée par sa capacité a
ralentir la croissance tumorale et empécher leldppement des métastases, mais la fonction
premiére d’'un tel agent est de réduire la vas@dtian tumorale. Nous nous sommes donc
intéressé a 'effet de I'endostatine sur la densitgculaire de la tumeur.

Une des caractéristiques du réseau vasculaire #lirast sa structure chaotique : les
vaisseaux tumoraux sont de diameétre irrégulier, pesits vaisseaux surnuméraires et
immatures peuvent étre regroupés dans des rédidaisser certaines zones privées de toute
vascularisation. Cette organisation, que nous uetes dans les tumeurs témoins pourrait
s’expliquer par I'existence d’'un déséquilibre erdé® facteurs pro et antiangiogéniques (Jain,
2001). Les effets de I'endostatine sur la vascsddion tumorale se traduisent par une
diminution de la densité vasculaire observée &tphpérie de la tumeur, région normalement
la plus vascularisée. Les vaisseaux sont de diemétius réguliers que dans les tumeurs
témoins, les capillaires surnuméraires ont disgaus I'effet de I'endostatine. Nos résultats
indiquent que I'endostatine inhiberait la mise éace de ces capillaires surnuméraires, la

vascularisation de la tumeur est diminuée lui p&tané d’évoluer mais plus lentement. Ceci
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expliquerait le ralentissement de croissance tulaaiaservé a la place de la régression totale
attendue (Hlatkyet al,2002).

Si in vitro nous avons pu induire I'apoptose des cellules tdtiales a l'aide de
I'endostatine,in vivo nous n'avons pas constaté d’augmentation desleelkndothéliales
apoptotiques. Par contre une augmentation dedexliumorales apoptotiques conséquente a
la diminution de la vascularisation est mise erdévce. En empéchant la mise en place de
nouveaux vaisseaux, lI'endostatine induit de mani@directe I'apoptose des cellules

tumorales, comme déja observé par plusieurs éq(Bageret al, 2000 ; Griselli , 2000).

Toutefois, I'absence de cellules endothéliales tyimues génére des interrogations
guant au mode d'action de I'endostatine. Dans uppliGtion de thérapie génique
antiangiogénique similaire a notre étude une éqguapemis en évidence des effets
thérapeutiques similaires a ceux que nous rapp®rtomne inhibition importante de
'angiogenése tumorale, une induction de l'apoptdss cellules tumorales ainsi qu’une
diminution de la densité vasculaire (@i al, 2003). D’aprés nos résultats et ceux du groupe
de Li, il semble que I'endostatine sait vivo plus un inhibiteur de la prolifération et de la
migration des cellules endothéliales qu’un inductiila mort cellulaire. Cette activité n’est
pas en contradiction avec les mécanismes d’actiomogés pour I'endostatine. L’endostatine
est certes décrite comme un inducteur de I'apoptiese cellules endothéliales, mais elle
posséde également une action inhibitrice sur laatian des cellules endothéliales (Dhanabal
et al, 1999, Schichiri et Hirata, 2000).

Des études complémentaires sont en cours afinatheneher le mode d’actian vivo

de I'endostatine.

Ces derniers temps I'endostatine se retrouve amecdiun débat (Marshall, 2002).
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En effet, certaines équipes (Tanaiaal., 1998 ; Cheret al, 2000 ; Pawliuket al.,
2002) n’ont pas réussi a obtenir de régression tal@gartielle ou compléte comme cela a
éte démontré par Folkman sur un modéle de carcirpuimeonaire de Lewis (O’Reillgt al,.
1994 ; Boehmet al., 1997). Dans une étude réalisée sur un modéle mphigme murin
Eisterer met en évidence une absence d’effet thatmpe, les tumeurs ne régressant pas
alors qu’une augmentation de I'endostatine plagjuaetest décelée (Eisteedral, 2002). Ces
résultats amenent ces équipes a remettre en quésficacité de I'endostatine.

Nous pensons que ces résultats pourraient s'exligpar la possibilité qu’ont
certaines tumeurs, telles que les mélanomes, defodes néovaisseaux sanguins, non pas a
I'aide de cellules endothéliales mais en utilisdes cellules tumorales dont le rble est de
permettre la vascularisation de la tumeur (Manietial, 1999 ; Changt al.,2000). Si cette
théorie a été sujette a contreverse, de plus en gdufaits montrent que d’autres tumeurs
peuvent mettre en place cette pseudo vasculans@tiendrixet al.,2003). Les néovaisseaux
sont alors composés d'une mosaique de cellulestieflddes et tumorales, rendant toute
thérapie antiangiogénique beaucoup moins efficamiee vtotalement inefficace. Il serait
intéressant de déterminer la présence ou non deateseaux dans I'ostéosarcome greffable

du rat ; ce critére pourrait nous permettre d’aglagti mieux le traitement a appliquer.

Les résultats obtenus lors de nos travaux mettervalence la possibilité d’'utiliser
I'endostatine sous forme de thérapie génique darngitement de I'ostéosarcome. Si nous
n'obtenons pas de régression totale de la tumeur tpos les animaux traités, nous sommes
en mesure de prévenir la mise en place des méasm@mgmonaires, qui dans le cas de
I'ostéosarcome sont responsables de 80% des dEs#m,(2002). Un tel résultat met en
valeur les capacités de la thérapie génique antigégique appliguée en traitement

néoadjuvant de la chirurgie de I'ostéosarcome.

222



V. Les liposomes cationigues administrés par voie

intraveineuse permettent un ciblage tumoral des ADN

Le choix d’appliquer une thérapie génigue non eirapose sur la plus grande sécurité
d’utilisation de ces vecteurs. De plus, I'applioatiintraveineuse de la thérapie génique
antiangiogénique implique l'utilisation de vecteygssédant une affinité élevée pour les
vaisseaux tumoraux, ce qui est le cas des liposaragsniques développés par Munich
Biotech AG et dont nous nous servons. L’absencegieentation du taux d’endostatine
circulante aprés administration intraveineuse igegplexes confirme le ciblage spécifique des
néovaisseaux tumoraux par les liposomes mis erege@par I'étude de leur biodistribution
dans notre modéle expérimental animal. Thurstoplet recemment Krasnici montrent que
I'accumulation de ces liposomes cationiques efplgeoes est 3,3 fois plus importante dans la
tumeur que dans les tissus musculaires environrf@htgstonet al., 1998 ; Krasniciet al,
2003).

Le ciblage spécifique de la tumeur par les liposomiele fait que nous n’observons
pas d’augmentation de I'endostatine sérique somtadguments en faveur de I'administration
intraveineuse de la thérapie génique utilisant\adEteurs de genes spécifiques de tumeurs,
limitant le risque de diffusion dans I'organismepl®téine antiangiogénique et la perturbation

des processus normaux de I'angiogenése qui ertegémaht (Dixeliuset al.,2002).
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VI. Apport de I'imagerie médicale dans le suivi daitement

antiangiogénique

Au cours de nos études, l'utilisation de méthod@madjerie médicale a permis un
meilleur suivi de la réponse tumorale au traitemees deux techniques utilisées sont basées
sur la fixation de traceurs radiomarqués, I'un gtanindicateur de I'état métabolique de la
tumeur, l'autre de la vascularisation.

Le développement de ces techniques devrait pesmette meilleure estimation du
volume tumoral et de la vascularisation tumoralanave début du traitement des animaux.
L’évaluation de la vascularisation de la tumeumateitement pourrait étre un indice quant a
la réponse au traitement que I'on peut attendre.dezix méthodes d’'imagerie (PET Scan et
angioscintigraphie) sont complémentaires, commemientre I'évolution paralléle des
fixations tumorales d&FDG et de®™c que nous observons, confirmant I'interdépendance
des deux parametres surveillés : métabolisme etilassation de la tumeur.

Ces techniques ont une utilité dans le suivi derélponse au traitement. Elles
permettent de prévoir la réponse tumorale au trate appliqué. En effet, des changements
biologiques et métaboliques se manifestent plusetbtréponse au traitement que des
changements morphologiques, c’est a dire qu'undu@ga du volume tumoral (Brenner,
2003).

Si I'angioscintigraphie est une méthode moins réds@ que le PET Scan, elle est
toutefois utile dans le suivi des thérapies ani@ygniques. Tout comme pour le
métabolisme, des changements dans la vasculansatinorale se produisent avant tout
changement dans le volume de la tumeur. La thémapmtii@ngiogénique appliquée avec un
agent tel que I'endostatine va inhiber la croissathes cellules endothéliales avant celle des

cellules tumorales, une diminution de la vascuddios se produit donc avant une diminution
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du volume. De la méme manieére une évolution du bofame tumoral se produit et est
détectable par le PETScan avant tout changememhologique de la tumeur.

Les images obtenues grace a ces deux techniques permettent d’adapter le
protocole thérapeutique et de déterminer s’il #&taee ou non et le cas échéant de changer
I'orientation thérapeutique en cours de traitemBsts améliorations peuvent étre apportées.
Elles concernent essentiellement l'angioscintigmppuisque de précédentes études ont
permis de fixer les conditions optimales a la szion de I'examen de tomoscintigraphie au

8eDG pour les rats (Monteil, communication persole)el

Les résultats obtenus au terme de ce travail otvdes voies pour de nouvelles
études.

Nous avons évalué les genes de I'endostatine eladénl, mais dans ce modele
d’'ostéosarcome I'endostatine est-elle l'agent agiegénique le plus efficace ?
Dernierement, a été rapportée pour I'endostatireedifférence d’efficacité suivant le modéle
tumoral (Dhkissiet al, 2003). Une comparaison de I'efficacité de I'estdtine par rapport a
d’autres génes antiangiogéniques nous apparaitpltinente.

Nous avons évalué la thérapie génique antiangiggénicomme seul traitement de

I'ostéosarcome. Une association de thérapie gérgtiangiogénique et de chimiothérapie ou
radiothérapie pourrait présenter des résultatsessants. En effet, le groupe de Shi a montré
qgue I'endostatine pouvait entrainer une meilled@gonse a la radiothérapie dans un modele
de concer de colon (cellules HT29) (Sial, 2003). L’endostatine pourrait, dans le cas de

I'ostéosarcome, potentialiser I'effet de la radétpie.
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CONCLUSION
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Le transfert du gene de I'endostatine sous formmpbexée a des liposomes est
efficace. Le traitement de rats porteurs d'un csiémme a I'aide de ces lipoplexes injectés
par voie intratumorale ou intraveineuse entrainallientissement de croissance tumorale et la
prévention de la dissémination métastatiques cooonséquences de le diminution du réseau
vasculaire tumoral.

Depuis la mise en évidence de l'implication de dimgenése dans le processus tumoral
(Folkman, 1971), l'intérét accordé a ce processias aessé de grandir. Les meilleures
connaissances de ce mécanisme et des agents eégaliatpliqués permettent 'amélioration
des stratégies antiangiogéniques.

Toutefois, il est de plus en plus évident que keagie d'une étape de I'angiogenése est
insuffisant pour inhiber ce processus complexa@tire a lui seul la régression totale de la
tumeur. Des thérapies combinées impliquant deditehirs de I'angiogenése sont a I'étude.
Une de ces association qui est dores et déja esephiassais cliniques consiste a cibler les
cellules endothéliales et les cellules tumorales, associant l'antiangiogenése a la
chimiothérapie conventionnelle ou la radiothérgfigRreilly, 2002).

On peut également multiplier les cibles de la thigrantiangiogénique.

Des associations d'inhibiteurs impligués dans degpes différentes de I'angiogenese
permettraient de la réduire davantage. Une desiasems possibles combine un inhibiteur
des étapes précoces de I'angiogenése (type ende¥tatun agent empéchant le recrutement
des pericytes par les cellules endothéliales. Gaf$eciation, qui maintient les vaisseau dans
un état immature et les rend donc plus sensiblecamposés antiangiogéniques, a récemment
produit des résultats encourageants (Bergdrsal, 2003). L'idéal serait de combiner
I'endostatine a des composés visant a détruireélespteurs endothéliaux a la sphingosine 1

phosphate impliqués dans la migration des pericytes
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Cationic liposomes for tumor imaging and therapy:
comparison of organ distribution
A. Werner', A. Dutour?, U. Michaelis', M. Teifel', M. Rigaud?, B. Sauer'

'mbt Munich Biotechnology AG, Fraunhoferstr. 12, 82152 Martinsried, Germany
?Laboratory of Biochemisiry and Molecular Genetics, CHU Limoges, France

Introduction

Lipasames hava baen shown as patenl vehicles for therapautic cam-
pounds, lika antibiotics or anthracyclines'. As praviously shown cationic
liposomas prafarantally accumulate in angioganic endathelial calls of
pnnul!:llm tumor vessels in transgoric RIP-Tag2 mice®, In this study wa
maintain their tumar targating
upnn loading with diagnostic ar therapeutic substances. Here we com-
parad the biodistribution of systemically applied cationic liposomes with
and withoul encapsulation of the anticancer drug paclitaxal,

“Lasic, D.0 {1003) TIBTECH 16: 307.21

“Tharaton ol al, {10089 J, G Ivemst, 101 140113

Materials and Methods

Lipasome proparation and analysis:
Tha rhodamine-labslad liposomes wara praparsd by the standard lipid
film mathod using the following lipid mixture:

e i FEEE

imaging s 22
Trarssy Lw-u-u 2 1 83 (1
LesPain 1= 1 2 23
Lparac-z0 E ] 1 24 s
* Dy =noaywagn

Tha ligid and rhadamine canlent wera analyzed using HPLC and flucres-
conca spaclroscopy. Tha size of the lipasomas was determinad by
phalon comrelation speciroscopy (PCS) resulting in =140 nm far LipoRaod
and =180 nm for LipaPac.

Animal and tissua traatment:

Expariments wera camied out in an ortholopic osteosarcoma modal™’.

For umer induction small pieces of oslaosarcoma tumer {siza ~8 mm®)

wora diractly graflad under tha pariostaum cf the (ibia of male

immunacompatent Spragua Dawley rals (21 days old). Thrae weeks

aftar transplantation the diffarant cationic liposames were applied by

injection inte the tail vein. Fifleen minules later FITCHabelad Lycopemmn

lactin (8 Jwasi appliad to

tha vascular endothalium. Aflar intracardial perfusion with fixativa {1 %

PFAIn PBS) al physwu!ugwwl temperaturs and pressure, the lung was
af warm k lting agarose via tha trachaa.

Tissua samplug waera ramavad, post-fixad in % % PFA, cryoproloctad in

20 % sucrnsa, frazan and cut inle 870 pm thick sactions, The distibution

of liposomas was evaluated by epi-flucrescence microscopy using a

Zapisa-Axiophol and standard fluorescanca fillar sals.

ALP: Thitry ctal (5082) Sam, Meq. Pars 58 (26, 20): 1636 - 1683

“Aiouche el af, (1890} 1ol J, Goncar 36: 777:782

F Dyes peutic Comp
e.g. Rhcdaming

. Paclitaxel

- &

Upaftcd

Disgacsue Therapy

Flg. 1: Cationic ipcs crmes far imagng end rerapy. For dagoostc use tha Lipcflod lipssomas
are labzizd with madamine For INempSULE EXpermEnts the CAsats CompCung paciiaxe:
Wad ancapiatad (LpePas psacmes) To Waualze LipsFaz ha lpoiomes ware sdd tionaly
labsicd with modamin.

Results

LipoRod

FagLied me

Twmrer

Fig ntws e [T
By stomia appisaton (23 min). A, B The co-nected FITC-sbeled 1sctn 8rves bs 5 vsaousr
counlerstaln, G, D Rad) nnd® [UpsPaz) nw
B oomparabla Ussun dstibutcn, They & splay only weas (s5ebng of T vessels in T Mo
Within b B3suia both formudatons acaumuiate massvely at stos of FITCHabelad andothalal
modaing tusrescenca, Scals

colls of pngiagans versels, Thers i 1
Ear A 320 pm.

Fig. 3: Dosa dapendant acoumdaton ofhda-
minedabeiad LipePac in the ssteasareoma.
The accumutaten of Iposcmes in b fumar
weRselE ineranans U318 dependenty betssn
25 and 200 mp Vid'eg BV Tha St ibiticn
Fatem of LpoPoci mot effecied by bha appied
a2 Kte ta longer photograghis exssure
tmo fer Balowast dota [4; 151) empared o
Iigher 658 (3, G2 48). Seova bav A-G: 300,

Flg. & Salactviy of LipoFaz in tho calaa-
sseama afer gysiema BITAIA (20l
The pazitanaideated lgesemes fred) show
strong labeling of angiogemia tumor vessels,
whizh a3 countersinined by ea-medtad FITG

Tumor

Flg. 3: Pactlacsioaded hpasomes (LigPac) in hamcr veass and lung copiltaries aler
Intravanous inesten (20 min). The covnjacied FITGAectn sarves as vasculor lase (4, B), €
Tt vessis [Foan) sham a sirng and cantnusws scumuisten of LpsPac. 0 Tha slvestar
eapilanins of tha feng daplay minse hedamna fusraesante (atrowhands), which in part
giragslet n cotdha stustices (avowsl. Seala bar AD: 30w

LipaRod LipoPac

Fig. L=

(22 min). Tna co-nocted FITC-a2603 IacEn SUS0E The ¥aI0uIa ondemosum of 1o Ersn
apitaries. A, B Soth The dagaestc (Lipood) mnd the Therspeutc (Lipofac] Lposomes are
aimast absent inthe b, €, O Tey do nct Bind & the endeinesal colls o pass 2 Eosd.
beoin barrice, The shedamine-iabaled bpasames restnctyely label Ting's vasarlar lodkecytes
[vrons). Seaim ot &, B: 150 e €. 05 60 pm.

Summary

= Encapsulation of padlitaxel did not interfare with the accumulation af
calionic liposemes in tumar blood vessels,

* Strong accurmdation of calionic posomes at necangogsnic endshsiium
in the tumor,

= Minor levels of cationic liposomes in muscular tumor emvironment.

* Low Iavals of calionic ipasomes in alveolar capillaries of the lung.

* No binding of thesa cationic lipasomes in cortical capillardas of the
brain.

* No of Iy in tumen, lung, beain 2nd musde tssus,

testa {gre=n) The L 2 nat
Bt 15 s FITE-portvs eassmelal wai ofa
nen-angagens arery (). Scals bar, 159 i,

Thase calioric kpasamas ana promising carmiers for selechve dalivery
of diagnostic or therapeutic agants !0 a variely of solid fumors.
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Poster présenté a Ascona (juin 2002)

Therapeutic efficacy of endostatin cDNA cationic liposome complexes

in a human like orthotopic osteosarcoma maodel in rats
Dutour A', Monteil J%, Paraf F., Kaletta C.; Sauer B! and Rigaud M

Introduction

In a human like rat osteosarcoma model, lipid/DNA
complexes of cationic DOTAP /Cholesterol (50:50
moal-%) with an endostatin coding plasmid were
administered intraveneously in the tail vein of the
rats. Injections were made three times a week starting
at the day when the tumor could be diagnosed by Pet
Scan. In a clinical relevant situation, we controlled
the progression of the disease and the occurence of
metastases by metabolic and functional imaging by
using “FDG tomoscintigraphy. To follow up the
tumor vascularisation and the efficiency of
antiangiogenic therapy, we used technetium
angioscintigraphy.

Materials and methods

Plasmid construction: the murine endostatin cDNA
was cloned into pSecTag2 plasmid (Invitrogen). The
empty vector pSecTAg? was used as a control
plasmid in our experiments. These two constructs
were complexed with cationic liposomes. The
resulting complexes were: a) lipid/endostatin cDNA
complexes and b)lipid/control plasmid complexes.
Animal model and tissue treatment: the animal model
has been described by Allouche”, Tumor transplants
were performed on 21-28 days old Sprague Dawley
rats according toAllouche’sinstructions.

Endostatin serum level of intraveneously treated
animals was determined by an ELISA test
(Cytimmune) performed according to the
manufacturer’s instructions. Sections of paraffin
embedded animal tissue were stained with
Eosin/Hemmattoxylin/Saffron and observed by

Results

Fig 1: rat osteosarcoma
Tumer grown for 14 days without
treatment

' timoges Pt
Faath R e o i Pt
vt ep e e et
e ""‘"w":; e Lone

2:"FDG i i i f tumor.

Pet Snms were performed 3 times dunrg the treatment period. Percent shown on
piotures indicate the tumcral and healthy paw uptake u[ FDG cmpa:ad towhole
bedy fixation of the mdiomuelide. A-C: tumor dostatin cDNA
treated rat. D-F: mmu'pmgreswn oﬁmsd':muml pla.mndtr:al:dm Whereas tumer

bolism of fipid/end treated rat refurns to basis metabolism
showing tumoer total _regressicn, the metabolism of control rat tumer increnses
dramatically fhis tumor ulw:x:yrd:faanvennd melignant. In eddition,
Pat Scan enables the detection of emerging lung metastases in the contral rat (Lung
Mts: pictureF).

Fig3:Invivo as:essmemoftumorve:wlunty
d parallel to Pet Scan after labelling the 1ed cells

invivowith technetium (*Te).
A B, C‘ tumm'\‘nmllnri(y‘ of a lipidiendostatin cDNA. treated rat D, E, F: tumor
trol plasmid drat

The quoti R.\a:m'l.emsthemﬂobctwmﬁxmmnf”rchyﬂummmme same
area nﬂh: healthy paw. Areturn to normal vascular density is cbserved for the tumer
of lipid/endostatin treated rat (pmkxa A-Q) md cm:llled to tumor :egmswn a8
ghownhypqmmn i inth trol group (pictures
D-F)isnoted ing to tumor ial growth firmed by Pet Scan.

Fig4: Lung morphology at the end of the thempy
Aand B: lung of a control rat. A: global view of the lung wher seven
metastises can be d:pmred. B ddm.l of lung metasteses (x 50).

ﬂwpnmaryrUmc: .

(o3 Lum ofen i ).
struchwes of the | lmg are pmm'v:d. No metestases can be d:teo(ad

neither magoseopically normicroscopically

Cummulalive Survival Probabilily

0 35 50 TS5 40 135 B0 15 M0 25

Day post umor transplantaion
Fig 5: Survival analysis of intraveneously treated enimals (Keplan
Meier analysis)
At the beginning of the treatment endostatin treated group (green ling)
included 5 enimals, control group 3 (blue line). Efficiency of endostatin
gene therapy is demonstrated by statistical amalysis (Mantel-Cox test:

Conclusion
Significant increase of survival time of endostatin
treated animals

Tumor regression or at least decrease in the tumor
growth rate in endostatin treated animals

Complete prevention of lung metastases in
endostatin treated animals

No increase of endostatin serum levels after iv.
injections of lipid/endostatin complexes (data non
shown)

T . At M 10 (), 4 i i ki 1 B . P, 3| @108

frctei ey e it T
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Communication réalisée au GETO (Octobre 2003)

Essai de thérapie génique antiangiogénique surtébearcome greffable de rat par
administration intraveineuse du gene de I'endostati

A. DUTOUR, F. FIORENZA, H. CHABLE, J. MONTEIL, K. NUJOKS*,
JL. CHARISSOUX, M. RIGAUD

CHU DUPUYTREN, LIMOGES, France

MUNICH BIOTECH AG, MUNICH, Allemagne*

Introduction : L’ endostatine est une protéine dekPa issu du fragment C-terminal du
collagene 18. C’ est un inhibiteur spécifique deialifération des cellules endothélialies
vitro et un inhibiteur de I'angiogénése et de la croissgumoralén vivo. Les liposomes sont
des vecteurs non viraux donc sans risques, utiéisgiour le transfert de genes in vivo.

But de I'étude: démontrer [lefficacité thérapeugqd’'une nouvelle méthode de thérapie
génique antiangiogénique utilisant un complexe dggoe- ADNc endostatine (lipoplexe
endostatine) dans le traitement de I'ostéosarcopéranental de rat.

Méthodes : Les tumeurs étaient greffées sur des Sptague Dawley de 3 semaines en
position paratibiale aprés avivement du périostered 10 jours, les rats dont les tumeurs
étaient détectables cliniquement étaient évaluéePET- SCAN t°FDG) et répartis en 2
groupes : un groupe témoin et un groupe traitd’'@adostatine. Le traitement était administré
par voie intraveineuse tous les deux jours pendlaemaines (240g d’ADNc endostatine).

La réponse au traitement a été évalué selon phgsiedtéres : contréle local (volume
tumoral), recherche des métastases, étude devi@.sun suivi par imagerie au PET-Scan a
été réalisé ainsi qu’'une analyse anatomopatholeggatématique.

Résultats : Il existait un meilleur contréle load la tumeur pour le groupe traité par
I'endostatine (p < O,05) avec dans certains cagégession spectaculaire des tumeurs. Ce
groupe constituait les survivants a long terme am@@u groupe témoin ou la mortalité était
del00% ( p < O,05). L’ étude au PET Scan montraé activit¢ métabolique réduite au
niveau des tumeurs traitées. A I'étude anatomojpagigue finale, on notait une absence de
meétastases ou de micrométastases pulmonaires @oguoupe traité par I'endostatine contre
80% de survenue de métastases pulmonaires poroupegtémoin.

Conclusion : Ces résultats préliminaires montrene de complexe liposome - ADNc

endostatine constitue une alternative efficace dansitement de I'ostéosarcome greffable
de rat. Ces résultats prometteurs posent la gumest#o I'utilisation de cette méthode de
thérapie génique antiangiogénique comme traitemdjoivant sur I'ostéosarcome humain.
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Communication effectuée au CTOS (Novembre 2003)

TREATMENT OF EXPERIMENTAL OSTEOSARCOMA IN RATS USIBI CDNA
ENDOSTATIN CATIONIC LIPOSOME COMPLEXES

A. Dutour, F. Fiorenza, H. Chable, J. Monteil, G&tta, J.L. Charissoux, K. Naujoks ,M.
Rigaud

Dupuytren Teaching Hospital, Limoges, France

Munich Biotech AG, Munich, Germany

Purpose :

The authors demonstrate the therapeutic capacitiieobndostatin DNA complexed to
cationic liposomes on a rat osteosarcoma modeite r

Background data:

Endostatin is an angiogenesis inhibitor producechésnangioendothelioma. It is a 20
kDa C-terminal fragment of collagen XVIII. Endostaspecifically inhibits endothelial

proliferation and potently inhibits angiogenesisd ammour growth. Liposomes-DNA

complexes are non viral vectors that can be usethfavo transfer of cDNA endostatin
gene.

Methods:

Tumours were generated by grafting 5-6 mm3 of freghour tissue at the medial
surface of the shin bone of Sprague dawley raterAf0 days, rats with osteosarcoma
were distributed in 2 groups of 6 rats chosen in@oredictable way. Rats from group 1
received intravenous injections three times a weeld weeks of 1,2 ml solution of
cationic liposomes (DOTAP:Chol) bearing the pSecPéndostatin gene (240y of
cDNA) . Rats from group 2 received an injectiontbé same solution without the
endostatin gene. Clinical response to treatment assessed by tumour volume
evaluation, rate of metastasis, survival, positaniseion tomography studies and
histologic analysis of tumour and lung sections.

Results

The endostatin group was compared to the contrel and clearly showed a better
survival rate at 5 weeks with no death (p< 0.05%mpglete inhibition or slow
development of tumour volume and decreased petracimactivity integration regarding
tumour evolution. In particular,there was no lungtastasis for the endostatin group
compared to 80% for the control group .

Conclusions:

These preliminary results indicate that a liposddNA vector containing the endostatin
cDNA gene is effective in treating established osé&coma in these short animal series..
It raises the possibility of using this method ofiangiogenic gene therapy eventually for
clinical trials for patients with osteosarcoma cduld represent a good adjuvant therapy
when associated to standard protocols for thesernpst
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