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Résumé en francais

Le cancer du sein est la premiere cause de mértadit tumeur maligne chez la
femme. Les thérapeutiques conventionnelles (raéliaffie, chimothérapie et
hormonothérapie) ont gagné en efficacité ces demi@nnées. Cependant méme si les
réponses aux traitements sont relativement bonosles cancers dépistés et traités tres tot,
le pronostic reste mauvais pour des cancers de steahcé. Ceci est di bien souvent a la
présence de métastases. Le processus métastatidigecela néo-angiogenese tumorale. Elle
permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguéiogsssaires a lirrigation de la tumeur au
cours de sa croissance. Dans le cadre de la mis@poai de nouvelles stratégies
thérapeutiques, visant le cancer du sein, nous somsnes intéressés a deux stratégies de
thérapie génique : I'une spécifique de I'angiogenémi utilise I'endostatine un facteur anti-
angiogénique endogene, l'autre utilisant le priadie transfert de géne de sensibilité avec le
systéme hsv1-tk/GCV. La thymidine kinase est intiteddans les cellules d’adénocarcinome
mammaire humain grace a un plasmide recombinantecant 'ADNc de I'hsvl-tk. Le
plasmide recombinant est apporté aux cellules smuse de liposomes cationiques, appelés
lipoplexes. L'apport de GCV a de telles cellulemantré une faible efficacité du systeme
hsv1-tk/GCV sur la lignée cellulaire étudiée. Ldadésin vivo ont été réalisées sur un
modele animal d’adénocarcinome mammaire humaihsarti la méme lignée cellulaire que
celle décritein vitro. Les injections par voie intraveineuse, de lipgpteendostatine, ou de
lipoplexes hsvl-tk suivi d'injections intrapéritaiés de GCV, ont donné des réultats
similaires en terme de diminution des volumes tamrr Bien que cette régression tumorale
ne soit pas totalement imputable a I'effet des genisés, nous avons observé diminution de

I'ordre de 65% des volumes tumoraux des animaubésrgar rapport aux animaux témoins.
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Abstract

Studie of two gene therapy strategies : hsv1-tk/G&8tem and endostatin, in an

animal model of human breast cancer

Breast cancer is the first cause of mortality daentalignant tumors in women.
Conventional thearpy (radotherapy, chemotherapy lamnonotherapy)have increased in
effectiveness over the last years. However, everesponses to treatment are relatively
effective for cancers detected and treated in #rby stages, the prognosis remains poor for
advanced stage cancers. This is often due to tesepce of metastases. The metastatic
processis linked to tumoral neoangiogenesis whrelates new blood vessels necessary for
tumor irrigation during its growth. In the field afeveloping new therapeutic strategis for
breast cancer, we investigated two gene therapliadst. one specific for angiogenesis using
an endogenous antiangiogenic molecule endostdten;other using the principle of gene
sensitivity with hsv1-tk/GCV system. Thymidine ks was introduced into human
mammary adenocarcinoma cells using a recombinastrptl contaning hsvl-tk cDNA. The
recombinant plasmid was introduced into cells ustagonic liposomes called lipoplexes.
The addition of GCV to the cells was weakly effeetwith the system hsvl-tk/GCV for the
cell line studied.In vivo studies were perforfed in an animal model of humaammary
adenocarcinoma, using the same cell linanasitro. Intravenous injections of endostatin
lipoplexes or hsvl-tk lipoplexes followed by intempponeal GCV injections resulted in
similar decreases in tumor volume. Even if tumgression was not only due to the effect of

genes used, a regression of around 65% of the wbtampared to untreated animals.

Key words: breast cancer, gene therapy, hsvl-tk/,@@dostatin.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

AAV : « adenoassociated virus » ; virus associéaienovirus

ABC : « ATP-binding cassette » ; cassette de laBGATP

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire

AJCC : « American Joint Committee on cancer »

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique messager

ATP : adénosine triphosphate

BET : bromure d’éthidium

b-FGF : « basic-fibroblast growth factor » ; factde croissance des fibroblastes basique
BRCA : « breast cancer »

BSA : « bovin serum albumin » ; albumine sériqueihe

CD : cytosine désaminase

CDET : « coincidence detection emission tomography

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CysA : cyclosporine A

dCTP : désoxycytosine triphosphate

DEPC : diéthylpyrocarbonate

dGTP : désoxyguanosine triphosphate

DITRISEC : « di-trinucleotide sticky end cloning »

DMEM : « Dulbecco’s modified Eagle medium »

DMSO : diméthylsulfoxide

dNTP : désoxynucléotide triphosphate

DO : densité optique

EDTA : « ethylen diamin tetraacetic acid » ; acitleylene diamine tétraacétique
EGF : « epithelial growth factor » ; facteur deissance épithélial

EGFR : « epithelial growth factor receptor » ; igteer du facteur de croissance épithélial
ELISA : « enzym linked immunosorbent assay »

EMML :
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ERE : « estrogen responsive element » ; élémergpmimse aux cestrogenes
FC : fluorocytosine

FDG : fluoro-2-déoxyglucose

FU : fluorouracile

GCV : ganciclovir

GSH : glutathion réduit

HSV : « herpes simplex virus »

IGF : « insulin growth factor » ; facteur de cr@isse a insuline

IL : interleukine

ILGFR-1: « type 1 insulin-like growth factor re¢ep»

INF-y : interférony

[.P : intrapéritonéal

.V : intraveineux

LTR : « long terminal repeat »

LB : Luria Broth

MAD : « myc-associated protein D »

MAX : « myc-associated protein X »

MDR : «multi-drug resistance »; multi drogue resngte

MIBI : méthoxyisobutylisonitrile

MMLV: « Moloney murine leukemia virus »

MMP : matrix metalloproteinase

MRP : « multi drug resistance protein »

MTT : methyl tiazol tetrazolium

MTX : méthotréxate

NBF : « nucleotide binding folds »; motifs de liamsaux nucléotides
NSCLC : « non-small cell lung cancer » ; cancepdumon non a petites cellules
OMS : organisation mondiale de la santé

Pb : paire de base

PBS : « phosphate buffer saline »

PCR : « polymerase chain reaction », réaction dgnpérisation en chaine
PET : « positron emission tomography » ; tomograjpar emission de positron
pRb: protéine du retinoblastoma

Rb: rétinoblastome



RE : récepteur aux cestrogenes

RNase : ribonucléase

RP : récepteur a la progestérone

RPM : rotation par minute

RPMI : « Roswell Park Memorial Institut »

RT : « reverse transcription », transcription irseer

SAl : sans autre indication

SVF : sérum de veau foetal

TAE : tris-acétate-EDTA

TC : technetium

TGF-a : « tumor growth factoor » ; facteur de croissance de tumeur-
TGFf : « tumor growth facto » ; facteur de croissance de tumgur-
TMD : « transmembrane domain » ; domaine transmangbre

TNF-a : « tumor necrosis factar-» ; facteur nécrosant de tumeawur-
TNM : tumeur-ganglion-métastase

TK : thymidine kinase

UICC : Union internationale contre le cancer

UTR : « untranslated region »

UV : ultra violet

VEGF : « vascular endothelial growth factor »; éarctde croissance endothelial vasculaire
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Le cancer du sein est la premiere cause de mntérfadir tumeur maligne chez la
femme. Les grandes avancées en terme de compréhates mécanismes de prolifération
tumorale ont permis la mise en place de traitemgets efficaces. Cependant, le stade de
développement de la maladie est tres important dangrise en charge thérapeutique.
Diagnostiqué et traité précocement, le cancer @u @eun trés bon pronostic en terme de
survie, en revanche, plus la maladie est a un stedecé, plus elle est difficile a éradiquer.
Comme dans beaucoup de processus de cancérisbéicmppement thérapeutique qui
caractérise les stades tres avancés de la maiiaidiesient avec I'apparition des métastases.
Ce processus métastatigue est possible grace aédeaangiogenése. Ce terme défini
I'apparition de nouveaux vaisseaux sanguins, quguent la tumeur et permettent aux
cellules cancéreuses de passer dans la circulsdioguine et de coloniser d’autres organes
tels que les poumons. L’apparition de ces néo-gaiss sanguins est possible grace a la
mobilisation des cellules néo-endothéliales, corapbsrincipal des nouveaux capillaires
sanguins. L'inhibition de la prolifération de cesdlales néo-endothéliales, a I'aide notamment
de I'endostatine, est a I'heure actuelle une giolssible de la thérapie génique.

Un des facteurs limitant de la thérapie géniqud, leschoix du systeme de
vectorisation. L’apparition de vecteurs non viratets que les liposomes cationiques, semble
étre une alternative au systeme de transfert de gassiquement utilisés. En effet, I'origine
synthétique des liposomes cationiques, et leuraitiipa compacter des ADN de grande taille,
en fait de tres bons vecteurs pour le transferg&lee, en terme de sécurité et de quantité
d’ADN transféré. De plus un ciblage possible deBuless néo-endothéliales grace aux
liposomes, accroit leur intérét dans le cas d'é&wie les stratégies antiangiogéniques.

Dans ce contexte, nous avons testé I'efficacitd’e@ostatine, vectorisée par les
liposomes cationiques, en paralléle d’une étuddegpsysteme de gene suicide.

Un rappel bibliographique, permettra de définirspin détail les mécanismes connus
de la cancérisation de la glande mammaire et &gapleutiques actuellement utilisées dans ce
cadre. D’autre part, les stratégies de transfemgatees applicables au cancer du sein seront
aussi étudiées. Le but de notre étude a été déwvdlefficacité anticancéreuse de
I'endostatine, en comparaison d’une autre strat@gireancéreuse : le gene suicide thymidine
kinase du virus de I'herpés associée au ganciclgavl-tk/GCV). Cette étude permettra
aussi de juger de l'efficacité des liposomes cadioes dans ces deux types de thérapies.

Apres avoir défini les matériels et méthodes @disau cours de cette étude, nous

étudierons l'efficacité du systeme hsvl1-tk/GAW,vitro sur une lignée cellulaire humaine
21



d’adénocarcinome mammaire. La réalisation des étudévo, aussi bien du systeme hsvl-
tk/GCV que de I'endostatine a nécessité la misga@nt d’'un modéle animal, utilisant la
méme lignée cellulaire que celle préecédemment étuttirs des expérimentations vitro.
Nous comparerons ensuite I'efficacité des deuxégras envisagées sur ce nouveau modeéle
animal. Nous discuterons enfin les différents moathiordés au cours de cette étude ainsi que
les perspectives de travail envisageables.
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Premiere partie
NOTIONS BIBLIOGRAPHIQUES
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|. Cancer du sein

|.1. Développement du sein normal et meécanismes de

déclenchement tumoral

l.1.a. Sein normal : architecture et développement

Le sein est une glande exocrine qui se développeoars de la vie de la femme
(figure Bl). La glande mammaire est constituée decompartiments cellulaires: le
compartiment meésenchymateux, perfusé par les \aigssanguins et les nerfs, et le
compartiment épithélial qui s’articule autour d’'wéseau de canaux galactophores et de
lobules renfermant les alvéoles. Ces deux compentisnsont séparés par une membrane
basale de collagéne de type IV, de laminine etylmgaminoglycanes (Rudlamtal., 1995).
Une coopération permanente existe entre ces daupartiments au cours du développement
de la glande mammaire. Cette architecture se aongiut au long de la vie, du stade foetal a
la ménopause, sous l'influence des hormones sesu@kstrogénes et progestérone) et d’'un

certain nombre de facteurs de croissance (figuje B2

Au cours de la vie foetale, et plus particulieratmiers du troisieme trimestre de la
grossesse, les oestrogenes et la progestérone itpochar la meére, provoquent une
canalisation de I'épithélium mammaire, une diff@ation du parenchyme mammaire et la
formation des canaux galactophores, ainsi que\eldgpement du réseau lobulo-alvéolaire.
Apres la naissance, la glande reste dans cet @ahentaire. A la puberté, les premieres
modifications ovariennes apparaissent, avec la engaglace des cycles menstruels. La glande
mammaire est alors soumise a une alternance d’'gquoaux oestrogenes é(’?L moitié du
cycle) et a la progestérone® @ moitié du cycle). Durant la phase folliculaire,deoduction
d’cestrogenes est associée a une prolifératioréga@Helium canalaire avec une augmentation
des mitoses, de la synthése d’ARN et de la prodigirotéique. Pendant la seconde moitié
du cycle, la phase lutéale, 'augmentation de lagestérone provoque la dilatation des

canaux et une différenciation des cellules épitthedi en cellules sécrétoires (Andersbal.,
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1982, Ferguson and Anderson, 1981). On observélongation des canaux existants, ce qui
contribue a la formation de lobules de type 1,apristituent la structure la plus rudimentaire
de la glande avec en moyenne 11 alvéoles par I¢hglee B2). Avec la maturation sexuelle,
les lobules évoluent vers des lobules de type ractérisés par une augmentation du nombre
d’alvéoles. En I'absence de grossesse, la glargte dans cet état. Au cours de la grossesse
les ramifications terminales des canaux se mudtipliet de nombreuses alvéoles se
développent (jusqu’'a 80 alvéoles par lobule), sbinfluence notamment des hormones
cestrogenes/progestérone et de facteurs de crasstdaque TGFr (Tumor Growth Factor-

a). On parle alors de lobules de type 3. En fin desgesse et pendant la lactation, les lobules
évoluent encore jusqu’aux lobules de type 4, caaleéoles ont pour role de produire du lait,
qui est acheminé jusqu’au mamelon par les canalaxtgphores. Les alvéoles régressent lors
du sevrage et la glande revient a son état initial.déclin des fonctions ovariennes a la
ménopause, provoque une régression des structerda dlande mammaire ; les canaux
galactophores sont maintenus, mais les alvéoléantes ainsi que les lobules continuent de
régresser avec I'age (lobules de type 1) (Brisk&92, Nguyeret al., 1995, Polyak, 2001,
Russo and Russo, 1998) (figure B2).

L'effet des cestrogenes est médié par les récepaunsoestrogénes (RE), qui sont des
protéines nucléaires de 66 kDa. Cependant les REoneretrouvés que sur 6 a 7% des
cellules épithéliales du sein normal, et plus paligrement au niveau des lobules.
L’expression des RE au niveau des cellules épélaedlivarie en fonction du cycle menstruel
(Balakrishnaret al., 1987). L'action des cestrogenes se fait doncfaisade maniére directe
par l'action sur les cellules épithéliales et iedte par l'action sur les cellules
mésenchymateuses qui sécrétent des facteurs dsamoe (EGF, TGE; IGF, FGF et TGF-
B). LEGF et le TGFa, agissent via le récepteur EGFR et sont des réguka de la
prolifération et de la différenciation normale tpithélium mammaire, en revanche, le TGF-

B est un facteur inhibiteur de la croissance celiela
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Figure B1 : Coupe du sein.
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Figure B2 : Evolution de I'architecture de la glandammaire.

L’architecture évolue en fonction de I'age et dadst de la vie reproductive, depuis la puberté

jusqu’a I'accouchement (Russo and Russo, 1998)



[.1.b. Mécanismes de déclenchement tumoral

Comme nous venons de le voir, la glande mammateue organe en évolution
permanente sous linfluence des hormones et ddsuiacde croissance. Ceci en fait un
organe a part du point de vue du nombre de celkresroissance et en différenciation, mais
le rend plus susceptible aux transformations causé&s (Olsson, 2000). Comme tout
mécanisme tumoral, la carcinogenése mammaire eédelt'acquisition par les cellules d’'un
certain nombre de caractéristiques : une autononsi€-vis des signaux de croissance
cellulaire, une insensibilité aux signaux inhibiewle croissance cellulaire, une évasion du
systeme de mort cellulaire programmeée (apoptosepotentiel de réplication illimité et une
invasion tissulaire (potentiel métastatique) (PkJy2001). Ces caractéristiques sont acquises

par les cellules tout au long du développement tamo

La premiere étape de cancérisation est une pHesgaton. Elle se caractérise par
une accumulation de mutations qui ont pour consgzpiane surexpression des facteurs pro-
oncogéniques. Les cellules sont génétiguement aesmmais toujours contrblées par
I'environnement cellulaire via les jonctions seségap-junction). Lorsque les cellules entrent
dans la seconde étape dite de promotion, ellesiexequ leur indépendance vis-a-vis des
facteurs de croissance grace aux pro-oncogengeraent leur capacité de communication
intercellulaire (figure B3). Cette acquisition dl@pendance peut se faire de plusieurs

manieres :

- soit la cellule est capable de synthétiser el® un certain nombre de facteurs : on
parle alors de contréle autocrine notamment aver augmentation de la synthése et une
surexpression d'« Insuline Growth Factor » (IGF¥ Hpithelial Growth Factor » (EGF) ou
encore TGHa,

- soit il y a une surexpression des récepteurssdiatieurs de signaux comme par

exemple c-erb B2, le récepteur de 'EGF (Eccle®12Blynes and Lane, 2001),

- soit la cellule surexprime des facteurs de trapson, par exemple le pro-oncogene
c-myc. Dans la cellule normale, il forme un dimexreec la protéine Max et induit la
prolifération cellulaire. Ce stimulus est régulénsldes conditions physiologiques par le
complexe Mad-Max. En cas de surexpression de c-layomplexe Myc-Max est favorisé au
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dépend de Mad-Max ce qui entraine une prolifératieltulaire non régulée (Eccles, 2001,
Hynes and Lane, 2001).

Les mécanismes de cancérisation sont aussi présopar la perte d'un certain
nombre de contrdles sur la croissance cellulairegc @aotamment des pertes de fonctionnalité
des anti-oncogénes. Deux anti-oncogénes majewesrigmnent dans la régulation du cycle
cellulaire : la protéine du rétinoblastome (pRb)leetproduit du géne p53 (figure B4). La
protéine pRb peut, en fonction de son état de gtwsgfation, bloquer le cycle cellulaire
(hypophosphorylée) ou controler sa progression diplosphorylée). Le stade
hypophosphorylé est notamment maintenu par le BGf-Tumor Growth FactoB-»), qui
bloque en méme temps I'expression de c-myc. Unatmatou une perte de fonctionnalité de
TGF{3 ou de son récepteur provoque de maniere concamitanphosphorylation de pRb
donc une avancée des cellules dans le cycle dedlut I'expression de c-myc, favorisant la
prolifération cellulaire. Le géne p53 contrdle auissi I'arrét du cycle cellulaire en réponse
aux dommages causés a I'ADN, soit pour permettreréparation soit, si celle-ci est
impossible, pour entrainer I'apoptose. En présalece53 muté, 'ADN n’est plus répareé, il
en résulte une instabilité génomique associée aaooemulation de mutations provoquant

une croissance incontrélée (Wazer and Band, 1999).
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« Gap-junction »

INITIATION

B
PROMOTION
PROGRESSION
D
C Perte des communications

Figure B3 : Initiation, promotion et progressiorué cellule tumorale : role de I'équilibre

entre pro et anti-oncogénes.

Pro-oncogéne ¥, Anti-oncogéne X .

A : équilibre entre pro et anti-oncogénes la canise cellulaire est normale.

B : phase d'initiation avec un désequilibre entre pt anti-oncogenes. La croissance est
toujours normale.

C : perte des anti-oncogénes et des communicatigescellulaires. La croissance devient

incontrolée.

D : suractivation des pro-oncogenes et perte desremications intercellulaires. La croissance

devient incontrblée.
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Figure B4 : Représentation schématique du rolepdsgines p53 et pRb, codées par les anti-

oncogenep53 et Rb, dans la régulation de croissance des cellulasales du sein.

(Wazer and Band, 1999).
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La régulation de la croissance tumorale par lesogEmes se fait de la méme maniére
gue pour le développement normal du sein. Les ¢ggstas pénétrent par voie passive dans la
cellule et se fixent & leur récepteur (BEeellulaire (cytoplasmique ou nucléaire). Il s'suit
une modification de la conformation du réceptewecadimérisation. Le dimere se fixe alors a
'ADN sur une séquence spécifique ERE (« estrogspansive element »). Cette séquence
spécifiqgue se situe au niveau de la région progmtdes genes régulés par I'cestrogéne
(Murphy and Watson, 2002). Ceci entraine soit urdiction du cycle cellulaire (controle
direct), soit la production d’enzymes et de peptideécessaires a la synthése d’acides
nucléiques : c-myc, ou encore la thymidine kinasela thymidilate synthase (contréle
indirect) (Nguyeret al., 1995).

Dans certains cas (5 a 10% des cancers du seis))cas mécanismes sont favorisés
par la présence des mutations oncogéniques héréslitpui touchent préférentiellement les
genes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogesequiel BRCA1, BRCA2 ou p53. On
parle alors de cancers du sein héréditaires parsijigm aux cancers du sein sporadiques. Le
géne BRCAL muté est retrouvé dans 40 a 45% dedecaancers du sein héréditaires, et une
telle mutation n’est quasiment jamais observée timsas de cancers sporadiques (Resen
al., 2003). Un grand nombre de fonctions sont attesuau géne BRCA1, notamment sa
capacité a maintenir I'intégrité du génome, a diatrle cycle cellulaire, ainsi que I'apoptose.
Il joue a la fois le role de « Gatekeeper » acapacité a contrdler les divisions cellulaires,
ainsi que la mort des cellules, et le role de «eGder » en maintenant I'intégrité du génome
(Kubistaet al., 2002). Parmi toutes ses fonctions, le géene BR&@&A®Ile d’interagir avec le
proto-oncogene c-myc, et d’inhiber ainsi la transfation cellulaire induite par c-myc.
BRCAL1 bloque aussi l'activité transcriptionnelle décepteur a l'cestrogene RE-en
interagissant directement avec la partie N-terneirtle ce dernier. BRCA1 se lie directement
a p53. Cette liaison provoque une augmentation'atgivité de p53 (Rosest al., 2003).
Enfin, BRCAL1 a une influence sur le cycle celludaén provoquant la déphosphorylation de
pRb et en inhibant la progression du cycle celtal@&n phase S (Pavelic and Gall-Troselj,
2001). Le gene BRCA1 est donc un maillon essedtek le maintien de I'activité normale
d’une cellule, c’est pourquoi les personnes quspdent une mutation héréditaire de ce géene
présentent 50 a 80% de risque de développer urecalcsein par la perte de l'alléle non
muté du gene (Kubisit al., 2002).
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l.1.c. Progression tumorale et I'échappement tretrtigue

Lorsque la tumeur atteint 1 & 3 fMnelle a besoin d’apports en oxygéne et en
nutriments pour poursuivre sa croissance, dansake aontraire elle entre en nécrose
(Folkman, 1995, Folkman, 1995). Pour échapperr@taose, elle met en place un processus
de néo-vascularisation appelé néo-angiogeneskgit sl'un processus naturel qui a surtout
lieu lors du développement embryonnaire. La foramate nouveaux vaisseaux apparait aussi
au cours du cycle menstruel (irrigation de l'utg¢ras dans les phénomeénes de cicatrisation
(Lloyd et al., 2003). L'angiogenese physiologique est régulée yva équilibre entre des
facteurs pro-angiogéniques tel que le « vasculdothelial growth factor » (VEGF) et des
facteurs anti-angiogéniques tels que l'angiostatiae I'endostatine (tableau B1).
L’angiogénése tumorale répond a trois grands péxid’activation mis en jeu par les
cellules tumorales en hypoxie : la libération dieece facteurs pro-angiogéniques, la
dégradation des composants de la membrane basa®gpant la libération de facteurs de
croissance et pro-angiogéniques, ce qui entragmtitation de macrophages I'amplification
du phénomene (Miller, 2002).

Les facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGgissant sur les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins prée-exisguitsont des cellules a faible potentiel de
division. lls provoquent leur entrée en cycle delle et une augmentation de leur pouvoir
mitotique. Elles rompent la membrane basale dessgaux sanguins, et s’organisent en
capillaires. Ces derniers migrent vers la sourcettite des facteurs pro-angiogéniques : la
tumeur. Les cellules mésenchymateuses se diffénein@n péricytes, et les capillaires
forment alors les nouveaux vaisseaux fonction@ésnouveau réseau de vaisseaux permet a
la tumeur de se développer et de mettre en placerteessus d’envahissement métastatique.
Les cellules tumorales en plein développement grognt une rupture de la membrane basale
tumorale et migrent dans les vaisseaux sanguigar€fiB5) (Andreet al., 1998, Boudreau
and Myers, 2003). Une fois dans la circulatiore®kssaiment dans d’autres organes comme
les poumons ou les os. La dissémination métastatiun cancer mammaire se fait aussi via
le systeme lymphatique, grace au processus de mgubgenese. La lymphangiogenése est
un processus physiologique impliqué dans la syethds néo-vaisseaux lymphatiques.
Comme pour I'angiogenése, la lymphagiogenése éstiaée par les cellules tumorales afin
de favoriser leur développement. Lorsque les @dlubmorales envahissent les vaisseaux

lymphatiques, on observe un envahissement ganglierne fois le processus métastatique
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enclenché, et les métastases a distance préskntasladie atteint un stade critique, avec
généralement une perte d'efficacité de la chimiatpi@ (phénoméne de chimiorésistance) et
de 'hormonothérapie (perte des récepteurs hormoada surface des cellules). La maladie

entre en stade final dit d’échappement thérapeaitiqu
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Facteurs pro-angiogéniques

Facteurs anti-angiogénigs

Angiogénine
Angiopoiétine-1
«Epidermial growth factor» (EGF)

«Fibroblast growth factor» (FGF) basique
acide

«Hepatocyte growth factor» (HGF)
Interleukine-8 (IL-8)

«Placenta growth factor»
«Platelet-derived growth factor» (PDGF)

«Secreted protein acidic and rich in cyste
(SPARC)

«Transforming growth factor» (TGIle) et p*
«Tumor necrosis factor» (TNIe)

«Vascular endothelial growth facto
(VEGF) VEGF-B, VEGF-C et VEGF-D

Angiostatine
Angiopoiétine-2
Endostatine

@&acteur 4 plaquettaire
Fragments de la prolactine

«Fragments de la « matrix metalloprote
2 » (MMP2)

«Tissular inhibitor of matrix

metalloprotease» (TIMP)
Interferons (INF)x etf3

in»

Protamine

«Transforming growth factor» (TGIB¥

Trombospondine-1

I»

ASe

Tableau B1 : Facteurs endogenes régulant I'angésgetumorale.

* Le rOle du TGFB est complexe puisqun vitro il inhibe la croissance des cellules

endothéliales ein vivo il induit I'angiogenese (Andret al., 1998, Boudreau and Myers,

2003).
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2003).
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|.2. Epidémiologie - Facteurs de risque - Clasatfans

[.2.a. Incidence et mortalité

Avec 41 845 nouveaux cas et 11 637 déces en Feamtan 2000, le cancer du sein
reste la premiére cause de mortalité par cancer lahiemme. Cette tendance se généralise a
tous les pays occidentaux industrialisés, le JapdAsie étant pour I'instant moins touchés.

Le cancer du sein représente 35% des nouveauxecaander chez la femme et son
incidence ne cesse d’augmenter : elle est passie 85 et 1995 de 64 a 82 pour 100 000
femmes. Cette augmentation de l'incidence est erepdue a une généralisation du dépistage
du cancer du sein, et va de paire avec une stinlisdu nombre de décés causés par cette
maladie depuis 1985. Bien que le cancer du setnt@gjours responsable de 20% des déces
par pathologies malignes chez la femme, le démstagecoce de la maladie permet
d’améliorer la survie des patientes. Cette suteies stades confondus, est de 65% a 5 ans et
de 48% a 10 ans.

|.2.b. Facteurs de risque

Les facteurs de risque du cancer du sein sont rearpmais ils peuvent étre classés

en trois catégories : génétiques, hormonaux et@mvementaux.

Les facteurs génétiques sont responsables de %al&® cancers du sein. Il s'agit en
fait de la transmission héréditaire d’'une anomgéaétique impliquée dans les processus de
cancérisation, comme par exemple une forme aleégenes tels que BRCA1, BRCA2 ou
p53. Un tel risque concerne les femmes ayant uenpgroche (mere, sceur ou fille) atteint
d’'une de ces anomalies (Chodeshl., 1999).

Les hormones endogénes sont trés impliqguées dadévkdoppement de la glande
mammaire et de ce fait jouent un réle importantasm que facteurs de risque du cancer du
sein. L'apparition précoce des régles (avant 12, ame ménopause tardive (apres 55 ans) et
'absence de grossesse menée a terme avant 30oahsagant de facteurs favorisant
I'apparition d’'une tumeur mammaire. En revanches grossesse menée a terme avant 20 ans

ainsi que l'allaitement diminue considérablemesstisques. Le risque élevé est en relation
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avec une surexposition aux oestrogénes endogénesdg€h et al., 1999, Keen and
Davidson, 2003).

Les variations d’incidence existantes d’'un pay&atie amenent a parler de risques
environnementaux. Les hypotheses concernant le dlee alimentation trop riche en
graisses animales comme facteur de risque n'ontepasre été démontrées a ce jour. En
revanche, d’autres facteurs environnementaux seebnnus comme impliqués dans
I'apparition de cancers du sein. Notamment, orowete I'exposition a de fortes radiations

(cas des femmes de Nagasaki et Hiroshima).

[.2.c. Classifications

Deux types de classification sont le plus couramtmatilisés : la classification
clinique et la classification histologique.

La classification TNM est la classification clinigae I'Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) la plus utilisée. Elle se base suralhe de la tumeur (T), la présence de
ganglions (N) et la présence de métastases (MgpéalB2). Une autre classification clinique
qui elle est plutdt utilisée par les anglo-saxoss la classification de I'« American Joint

Committee on Cancer » (AJCC) qui regroupe les wiffts stades (tableau B3).

La classification histologique utilisée actuellerment celle de 'TOMS. Elle classe les

tumeurs en fonction de leur nature anatomopathgleg(tableau B4).
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T Tumeur primitive
TX Détermination de la tumeur primitive impossible
T0 Pas de signe de la tumeur primitive
Tis Carcinoman situ
T1 Tumeur< 2cm dans sa plus grande dimension
Tla>0,5cm
Tlb>05cmet1cm
Tlc>1cmek2cm
T2 Tumeur > 2 cm et 5 cm dans sa plus grande dimension
T3 Tumeur > 5 cm dans sa plus grande taille
T4 Tumeur de toute taille avec extension directealai thoracique ou a la peau
T4a extension a la paroi thoracique
T4b cedeme ou ulcération cutanée du sein
T4c alafois 4a et 4b
T4d carcinome imflammatoire
N Adénopathies régionales
NX Appréciation impossible de 'atteinte ganglionnaire
NO Absence de signes d’envahissement ganglionnairerag
N1 Ganglions axillaires cliniquement suspects homadabé mobiles
N2 Ganglions axillaires homolatéraux fixés entre ewaal’autres structures
N3 Ganglions mammaires internes homolatéraux
M Métastases a distance
MX Détermination impossible de I'extension métastatiqu
MO Absence de métastases a distance
M1 Présence de métastases a distance

Tableau B2 : Classification TNM de I'UICC.
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Stade

Statut de la tumeur

Statut des nodules

Statut des

métastases

Stade O
Stade |
Stade IIA

Stade 1IB

Stade IlIA

Stade IIB

Stade IV

Tis
T1
TO
Tl
T2
T2
T3
TO
Tl
T2
T3
T4
Tout T
Tout T

NO

NO

N1

N1

NO

N1

NO

N2

N2

N2

N1 et N2
Tout N
N3
Tout N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

Tableau B3 : Classification de 'AJCC.
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Tumeurs épithéliales malignes

Carcinomes non infiltrants (in situ)

Carcinome intracanalaisans autre indication (SAl)
Carcinome lobulairén situ

Carcinomes infiltrants

Carcinome canalaire infiltrant sans forme commu8el)
Carcinome canalaire infiltrant avec composantaganalaire prédominante
Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome mucineux

Carcinome médullaire

Carcinome papillaire

Carcinome tubuleux

Carcinome adénoide kystique

Carcinome sécrétant

Carcinome apocrine

Carcinomes métaplasiques

Carcinome riche en glycogéne

Carcinome a cellules en bague a chatons

Carcinome a cellules riches en lipides

Carcinome a différenciation neuro-endocrine

Maladie de Paget du mamelon

Tumeurs malignes mixtes épithéliales et conjonctige

Sarcome phyllode
Carcinosarcome

Autres tumeurs malignes

Mélanome

Angiosarcome

Autres sarcomessdns autre indication)
lymphomes

Métastases intramammaires

Tableau B4 : Classification histologique de 'OMS.
Les tumeurs épithéliales malignes ou carcinomea®septent la presque totalité des tumeurs

malignes du sein.
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|.2.d. Facteurs pronostiques et survie

Un grand nombre de facteurs interviennent darnallissement d’'un pronostic de
survie. Le premier de ces facteurs est le sexeefteh bien que les hommes ne représentent
que 1% des cas de cancer du sein, le pronostiekyslus défavorable (65% de survie a 5
ans et 41% a 10 ans contre respectivement 72%%tcbez la femme pour les formes MO

sans métastase).

L'age joue un role trés important : pour des s¢ad@ sans métastase, la survie a 5 et
10 ans est respectivement de 67% et 52% pour urenfgade moins de 35 ans, de 79% et
63% pour une patiente de 35 a 65 ans ; pour lemésde plus de 75 ans la survie passe a
51% et 25%.

La taille de la tumeur est en relation avec I'étioin de la maladie, qui est d’autant
plus sévere que la taille de la tumeur est plusmoieuse. Le taux de survie a 10 ans est de
65% si la tumeur est de 2 cm ou moins, alors quékt plus que de 40% pour une taille

comprise entre 5 et 7 cm.

Les formes d’emblée métastatiques ont un tres aisupronostic a 5 et 10 ans,

respectivement 15% et 5%.

Toutes ces données cliniques, associées a lafickassn TNM permettent d’apporter
des éléments importants pour établir un pronosticedation avec les stades de I'UICC
(tableau B5).

Enfin la présence des récepteurs hormonaux, imgieade la sensibilité des cellules
tumorales a I'hormonothérapie, a aussi valeur deeta pronostique : la survie a 5 ans pour
les stades MO est de 80% en présence de réceptexireestrogenes et de 72% en leur
absence. Pour les récepteurs a la progestérosayvie a 5 ans est de 81% en leur présence et

de 73% en leur absence.

Le grade histologique est aussi un facteur pramasportant. Il s’agit du grade SBR
(Scarff, Bloom, et Richardson). Il est basé sur ddférenciation glandulaire, le
pléiomorphisme nucléaire et le nombre de mitoseshamp. Le taux de survie a 5 ans est de
90% pour un grade 1, 80% pour un grade Il et 70Ur po grade .
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Stades de 'AJCC Pourcentage de survie a 5 ans
Stade | 90%
Stade I 80%
Stade IlIA 60%
Stade I1IB 38%
Stade IV 25%

Tableau B5 : Survie a 5 ans en fonction du regnogee des stades de I'UICC (stades de
I'’AJCC)
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|.3. Stratégies thérapeutiques

I.3.a. Chirurgie

La chirurgie est la technique la plus anciennesdas cas de cancer du sein. La
chirurgie radicale décrite par Halsted consistetaiar en continuité la glande mammaire, les
muscles pectoraux et les ganglions lymphatiquette@echnique lourde et traumatisante a
quasiment disparu au profit d'une mammectomie mdange avec la conservation des

muscles pectoraux et un curage axillaire (gangame) moins étendu.

Pour les tumeurs de petites tailles, la mastee@si remplacée par la tumorectomie
associée a un curage axillaire et a de la radiagiérLe curage axillaire est a I'heure actuelle
facilité par la technique du ganglion sentinellej germet de ne retirer que le premier
ganglion de relais et non plus toute la chaine.teCetéthode est dite de chirurgie

conservatrice.

Il existe des cancers du sein dits opérables d&miPour les autres cas, la chirurgie
est précédée d'une cure de chimiothérapie ou d’tinatinérapie, voire d’'une combinaison de

ces différents traitements.

1.3.b. Radiothérapie

Dans les services de radiothérapie, les irradiatipour radiothérapie du sein
représentent 20 a 30% des irradiations. La radiaphe post-opératoire est réalisée 3 a 4
semaines apres l'intervention chirurgicale, apms lbonne cicatrisation. Le traitement est en
général de 5 a 6 semaines, avec une expositide t#ed a 10 gray par semaine a raison de 4

a5 séances de 1,8 a 2,5 gray.

Si la radiothérapie est accompagnée d’'une chirdiafhie, I'irradiation est réalisée au
milieu de traitement ou apres la chimiothérapierddiothérapie pré-opératoire ou seule n’est

pas utilisée.
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|.3.c. Chimiothérapie

Les médicaments utilisés en chimiothérapie ontr puilole 'ADN ou les protéines
impliquées dans le métabolisme de I'’ADN. lls peuvetne classés en 4 familles selon leur

mode d’action :

v' Les antimitotiques, avec les alcaloides de peh@n€e sont des dérivés hémi-
synthétiques de la pervenche de Madagascar. liseinhla polymérisation de la tubuline, ce
qui induit 'apoptose. La molécule la plus utiliséans les protocoles thérapeutiques du
cancer du sein est la vinorelbine. Les taxaneslifpael ou docetaxel) sont aussi des
antimitotiques. lls bloquent les cellules en métemghen inhibant la dépolymérisation de la

tubuline. Les molécules utilisées, paclitaxel atataxel, sont des dérivées d’extraits d'If.

v’ Les agents alkylants sont des molécules de symth@s aprés activation hépatique
ou tissulaire se lient de maniere covalente a I'ARN qui provoque une inhibition de la
progression de 'ADN polymérase. Dans le cas deeadu sein, c’est le cyclophosphamide

qui est utilisé.

v' Les antimétabolites perturbent la synthése de IRAEn bloquant les enzymes
nécessaires a la synthése des nucléotides. Lestiisés dans le cancer du sein sont le 5-

fluorouracile (5-FU) et le méthotréxate (MTX).

v Les inhibiteurs de la topoisomérase Il inhibentdégation des 2 brins d’ADN
apres le relachement des contraintes de torsiogseaite au processus de réplication. Il s’agit

de la famille des anthracyclines avec principaleriadriamycine et I'épirubicine.

Ces différentes molécules peuvent étre administséetes ou en combinaison. Les

principales combinaisons sont :
v' CMF (cyclophosphamide-méthotréxate-5FU),
v' AC (adriamycine-cyclophosphamide),
v' FEC (5FU-épirubicine-cyclophosphamide),

v AVCMF (adriamycine-vincristine- cyclophosphamideétimotréxate-5FU).
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1.3.d. Hormonothérapie

L'efficacité de I'hnormonothérapie dépend de laserce ou non a la surface des
cellules tumorales de récepteurs aux oestrogenes latprogestérone. L'absence de tels

récepteurs est responsable de I'absence de réporseolécules administrées.
Il existe 3 types d’hormonothérapie :

v L’hormonothérapie compétitive avec les anti-cestnas. lIs bloquent I'action des
oestrogenes en se fixant aux récepteurs oestragénips cellules tumorales. La molécule la

plus largement utilisée a I'heure actuelle esatadxiféne.

v L’hormonothérapie additive avec la prise de praajés de synthése. A forte dose,

ils se comportent comme des anti-cestrogenes.

v" L’hormonothérapie inhibitrice avec les anti-aroasas. Elle consiste en une
surrénalectomie chimique, qui se traduit par uhéition de I'activité aromatase responsable

la conversion des stéroides surrénaliens en cesgsge

1.3.e. Nouvelles stratégies thérapeutiques

De nouvelles voies de traitements se développentegsayant d’apporter une
spécificité en fonction des caractéristiques deukmeur. C'est par exemple le cas des
antagonistes des récepteurs de facteurs de crogsshe plus étudié actuellement est le
trastuzumab, qui est un anticorps dirigé contr@rt@éine c-erbB-2 (Sledge, 2001, Smith,
2002).

|.4. Cancer du sein et chimiorésistance

La limite des traitements de chimiothérapie esppaxition de résistances aux
médicaments administrés avec des phénomenes dess« cesistance » (apparition de
résistance a des molécules jamais administrées)miéeanismes impliqués dans la résistance
aux meédicaments, peuvent étre classés en 2 caggdeis mécanismes pharmacologiques et
les mécanismes cellulaires. La composante pharogigole concerne essentiellement le
métabolisme du médicament, son mode d’administratda dose administrée. Les facteurs
cellulaires sont les plus importants dans les méoses de résistance. lls sont classés en 5
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grandes catégories : la modification de I'accumoiatdes drogues dans la cellule et
laugmentation de l'efflux des drogues en dehors dmllules (résistance liée aux
transporteurs membranaires, phénomene de « Mulij [Resistance »), la modification de
I'activation/inactivation des drogues (résistancétabolique liée a des mutations de la
gluthathion S-transférase), la modification de firafé des drogues pour leurs cibles
(résistance liée par exemple a une sous expressiomne mutation génétigue d’enzymes
telles que les topoisomérases | et 1), la modificades processus de réparation de '’ADN et
la modification de la capacité de la cellule & exéc I'apoptose (résistance liee a une
mutation de p53 ou a une surexpression de bcl-Rcf@neet al., 1995, Krishna and Mayer,
2000, Leonessa and Clarke, 2003).

l.4.a. Définition de la « Multi-Drug-Resistance »

La « Multi-Drug-Resistance » (MDR) est un mécanisiiee aux transporteurs
membranaires. Ils sont codés par les genes danldaABC (« ATP Binding Cassette »).
Ces génes représentent la plus importante familegéines codant pour des protéines
transmembranaires qui fixent 'ATP et utilisent sarergie pour excréter un grand nombre de
molécules hors des cellules. Il y a alors diminuttle I'accumulation de la molécule active
dans la cellule, et ainsi perte de son action an de cette derniére. Ces protéines
transmembranaires sont caractérisées par uneeatting commune. Elles sont constituées de
2 domaines NBF (« nucleotide binding folds ») daskhns a 'ATP et de 2 domaines TMD
(« transmembrane domaine ») transmembranairesT & sont formés de 6 a 11 régions en
hélicese transmembranaires qui déterminent la spécificitéubstrat, et les NBF possédent 3
domaines conservés : les domaines Walker A et ehotif de signature C (figure B6). Ce
domaine C est spécifigue des transporteurs AB@<istingue des autres protéines liant
'ATP. La protéine peut se présenter sous formelideere avec 2 NBF et 2 TMD, ou sous
forme de monomére avec 1 NBF et 1 TMD. Ces formesamériques peuvent s’associer et
donner des homo ou des hétérodimeres (Detaal., 2001, Simon and Schindler, 1994,
Sparreboonet al., 2003). Les genes ABC sont classés en 7 famidesBECA a ABCG, ce qui
représente 48 genes. Parmi ces génes, 7 sont ir@plaans les mécanismes de MDR (tableau
B7). Nous ne décrirons ici que les 2 protéineplas étudi€es.
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Le géneABCBL1 ou MDRL, localisé sur le chromosome 7 (7921.1) chez I'homeoéee pour

la protéine P-gp qui est actuellement la plus éwidies protéines de la MDR. Un geéene
homologue a aussi été identifié chez la sourisstQlee protéine de 170 kDa composée de 2
sous unités identiques (2 NBF et 2 TMD), les TMBs#dant chacun 6 hélicagfigure B7)
(Bosch and Croop, 1996, Bradshaw and Arceci, 1998).

Les substrats de la P-gp sont répertoriés datableau B8. Ces substrats traversent
passivement la bicouche lipidique et pénétrent dansellule. lls sont alors reconnus
spécifiguement par les TMD de la P-pg et sont esgaibctivement hors de la cellule grace a
I'énergie fournie par 'ATP (Stavrovskaya, 2000).

Le geneABCC1 ou MRP1, localisé sur le chromosome 16 (16p13.1) chezniime,

code pour la protéine MRP1 de 190 kDa. Les progéihgp et MRP1 ne présentent que 15%
d’homologie (Keppleet al., 1998) (figure B8). Elles different par leurs swats (tableau B9)
mais surtout par leur mécanisme d’action. En eftetplupart les substrats de MRP1 sont
excrétés sous forme de conjugués sulfate et glonatgotels que les leucotrienes, C
médiateurs de l'inflammation. Les drogues anticeguses qui sont transportées par MRP1
ne le sont pas sous forme conjuguée, mais plutdtipanécanisme de co-transport avec le
glutathion réduit (GSH) (Lesliet al., 2001).

Toutes les protéines de la MDR semblent aussi itrgdiquées dans des phénomenes
physiologiques normaux de par leur localisatiosuigire initiale (Sikicet al., 1997), qui
suggere leur role dans la régulation de I'absomptie la distribution et de I'excrétion des
toxines a I'extérieur des cellules (Leonessa arake| 2003). De plus, la P-gp semble étre un

composant essentiel de la barriere hémato-encépledlde Boeet al., 2003).

[.4.b. Réle de la MDR dans les traitements du cadaesein

Les protéines P-gp et MRP1 sont détectées damatesrs du sein non traités respectivement
dans 41% et 49% des cas. Le traitement de telermsapar une molécule reconnue pour étre
substrat de la P-gp par exemple, fait passer be d&xpression de cette derniére a 56% des
cas. Ce phénoméne constitue un obstacle majeuragierend’efficacité de chimiothérapie
(Leonessa and Clarke, 2003).
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Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidenceedattaux d’expression des protéines de la
MDR et d’'autres facteurs tels que la taille etriadg de la tumeur, I'expression des récepteurs
aux hormones stéroides (RE et RP) et le statutstadigue. En revanche, le taux d’expression
peut étre mis en relation avec le taux de réponseeachimiothérapie. Le traceur radioactif
9mre-MIBI (Maddahiet al., 1991, Wackerst al., 1989) & I'origine utilisé pour I'évaluation
de la perfusion myocardique, est, a I'heure aauddilisé dans les scintigraphies de certains
cancers et notamment celui du sein (Peass., 1999, Rodriguest al., 2000). Mais 1€°™Tc-
MIBI est aussi un substrat pour la P-gp et la MRB&rghammet al., 1999, Kaoet al.,
2001, Suret al., 2000). L'absence d’accumulation du traceur ano deila tumeur ou la perte
de cette capacité d’accumulation au cours d’uttetma@nt de chimiothérapie pourrait étre un
bon indicateur du statut MDR de la tumeur et/osee métastases, et permettre d’envisager
d’autres stratégies thérapeutiques chez la pati&mnteeffet, de nombreuses études cliniques
ont montré une corrélation inverse entre I'accutmtadu MIBI par la tumeur et le taux
d’expression des protéines P-gp et MRP1 dans leecatu sein (Del Vecchiet al., 1997,
Fusteret al., 2002, Lianggt al., 2002).
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Figure B6 : Schéma d’'une sous-unité basique d’'uoteime ABC avec le domaine TMD
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(« transmembrane domain ») et le domaine NBF (deptide binding folds »).
(Leonessa and Clarke, 2003).
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Figure B7 : Schéma de la protéine P-gp comportasbuks-unités TMD (« transmembrane

domain »)-NBF (« nucleotide binding folds »).
(Leonessa and Clarke, 2003).
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Geéne selon la nomenclaturg Nom Localisation
des protéines ABC chromosomique

ABCB1 MDR1 17921.1
ABCC1 MRP1 16p13.1
ABCC2 MRP2 10924
ABCC3 MRP3 17021.3
ABCC4 MRP4 13932
ABCC5 MRP5 3q27
ABCG2 BCRP 4922

Tableau B7 : Génes de la famille ABC impliqués d#&ss phénomeénes de « multi drug
resistance ».

(Deanet al., 2001).
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Substrats

Inhibiteurs

Daunorubicine
Docetaxel
Doxorubicine
Irinotecan
Mitoxantrone
Paclitaxel
Topotecan
Vinblastine
Vincristine
Rhodamine 123

OmTe-MIBI

Biricodare
Cyclosporine A
Valspodar

Verapamil

Tableau B8 : Substrats et inhibiteurs de la preté&irgp.
(Sparreboonet al., 2003).
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Figure B8 : Schéma de la protéine MRP1, composég deus unités TMD-NBF et d’'un
troisieme domaine TMD constitué de 4 hélices-
(Leslieet al., 2001).

Substrats Inhibiteurs
Chlorambucil Biricodare
Daunorubicine Cyclosporine A
Doxorubicine Clotrimazole
Méthotréxate

Melphalan

Vincristine

™ c-MIBI

Tableau B9 : Substrats et inhibiteurs de la pretéiiRP1.
(Sparreboonet al., 2003).
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ll. Thérapie génique

Le terme de thérapie génique regroupe les diffésetdéchniques de transfert d’acides
nucléiques (ADN ou ARN), dans le but de traiter adel prévenir un certain nombre de
maladies. Dans un premier temps, le but de la pirgénique est de traiter les désordres
génétiques séveres ainsi que les maladies acquosawe les cancers. Cependant la thérapie
génique n'a pas pour but d’étre une alternative thdxapeutiques conventionnelles, mais
plutdét de les compléter voir de les potentialidéne des étapes importantes de la thérapie
génique, et bien souvent la plus limitante du sgstéest le choix du vecteur qui permettra le
transfert du gene d’intérét aux cellules ciblesv€eteur doit étre inoffensif pour I’héte, mais

doit permettre une bonne efficacité de transfection

lI.1. Vecteurs de la thérapie génique

[1.1.a. Vecteurs viraux

[I.1.a.1. Adénovirus

Les adénovirus sont des virus a ADN bicaténaira ik trés contagieux et tres peu
pathogenes pour ’homme. Le matériel génétique@stenu dans une structure protéique, la
capside. La fixation de cette capside aux celloietes est rendue possible par la présence de
longues fibres protéiques qui interagissent avecétepteur membranaire de la cellule.
L’internalisation du virus résulte de I'interactide protéines de la capside avec des intégrines
de typea-V, permettant I'endocytose des particules dansedidule. L'ADN est libéré a
proximité du noyau, lors de la destruction de Iesmme suite a la diminution du pH interne.
L’ADN pénetre dans le nucléoplasme par les poredéaires. Les adénovirus utilisés en
thérapie génique sont rendus déficients pour ldicain par délétion du géne E1
indispensable a celle-ci. Ainsi délétés, les vimagpeuvent se propager que dans des cellules
exprimant le géne E1 comme notamment les cellidda tignée 293. Une telle lignée permet
la production de virus recombinants incapables el@repager en dehors des cibles qu’ils

atteignent. Les adénovirus peuvent ainsi infectegrand nombre de types cellulaires, qu’il
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s'agisse de cellules quiescentes ou mitotiquesDINA’intégre tres rarement dans le génome
de la cellule héte, ce qui limite les risques diation de proto-oncogéne ou d’inactivation
d’anti-oncogene. Cependant un inconvénient majewsiste : administrésn vivo, les
adénovirus possedent un fort pouvoir antigéniquie pgavoque une réponse immunitaire
importante. De nombreuses équipes ont mis au peimtadénovirus défectifs pour d’autres
genes tels que E4 et ont généré les cellules pimicks associées (Krougliak and Graham,
1995, Wang and Finer, 1996). Ces adénovirus dendecgénération possedent un pouvoir
antigéniquein vivo diminué, mais la durée d’expression du gene d@étést elle aussi
diminuée. Ceci est probablement di a la perte dasmpience nécessaire a la régulation du
gene d'intérét. L'efficacité du transfert peut au8se augmentée en modifiant les fibres
protéiques interagissant avec les récepteurs aetglafin que le virus puisse cibler d’autres
composants de la membrane cellulaire (Wickleaat., 1995, Wickhanet al., 1996).

[I.1.a.2. Rétrovirus

La plupart des vecteurs rétroviraux utilisés soasés sur le virus de la leucémie
murine de Moloney (« Moloney murine leukemia visysMMLYV), qui est le rétrovirus le
plus étudié (Guilcet al., 1988). Le géne du MMLV code pour trois polyprogs gag, pol et
env, qui sont les facteurs trans nécessaires@pleation virale. Les éléments cis nécessaires
a la réplication et a I'encapsulation des partisulgales se situent dans les régions 5’ et 3’
LTR : promoteur, séquence de polyadénilation, sécgial’encapsulation dite séquence de
« packaging » (séquence psi).

Le cycle rétroviral débute par la fixation des maies virales sur des récepteurs
présents a la surface des cellules cibles. L'empelovirale fusionne avec la membrane
cellulaire, libérant dans le cytoplasme I'ARN et tlanscriptase inverse nécessaire a la
synthese d'un brin d’ADN complémentaire. Le briddBN est alors détruit et le second brin
d’ADN synthétisé. A lI'occasion de la division cddiire et de la disparition de la membrane

nucléaire, la séquence d’ADN virale est intégréesda génome de maniére aléatoire.

Pour pouvoir étre utilisés comme vecteurs de laafiié génique, les rétrovirus sont
délétés pour des génes situés entre les séquenReslés genegag, pol etenv, nécessaires a
la réplication et sont remplacés par la séquenagede d’intérét. La séquence psi, nécessaire

pour I'encapsidation des particules virales n’efig, pas modifiée. Ainsi modifiés, les virus
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sont incapables de se répliquer, mais peuventuaijoroduire des particules rétrovirales. On
parle alors de rétrovirus défectifs pour la réplaa et les particules produites sont des
particules rétrovirales défectives. Afin de pouvo@pliquer le gene d’intérét, les virus
nécessitent une lignée cellulaire particuliere enant les genegag, pol etenv. On parle de

cellules d’encapsidation (« packaging cell line »)

Il.1.a.3. Virus associés aux adénovirus (« Adermmated virus »
AAV)

Les AAV sont des virus défectifs a ADN monocatémale la famille des parovirus.
Pour leur propagation, ils nécessitent la préseleceirus helper tel g’'un adénovirus ou un
virus herpes. Les plasmides codant pour I'AAV etipkadénovirus sont cotransfectés dans
les cellules en culture. Le surnageant est ensedeeilli. || contient 'AAV qui est ensuite
séparé de I'adénovirus par des moyens physiquesiffelge a 56°C et ultracentrifugation).
Les AAV peuvent s’intégrer de maniere stable etcafie dans le génome des cellules
infectées. lls ont la particularité de s’intégrer maniere spécifigue dans le génome (région
19913.3), ce qui diminue le risque d’activationpteto-oncogene. Cependant, la préparation
des AAV est lourde puisqu’elle nécessite la présation adénovirus helper qu'il faut par la
suite éliminer par différentes phases de puriftcatiEnfin, une tres grande quantité d’AAV

est nécessaire pour la réalisation d’essaisvo (Samulski, 1993).

[1.1.b. Vecteurs non viraux

Bien que les systemes viraux présentent un cemtaitbre d’avantages, ils ne sont pas
a I'heure actuelle sans risque. Ces derniéres andéenombreuses techniques de transfert
non virales de genes ont été mises au point. Ebsayent de combiner les avantages de

vecteurs viraux tout en palliant a leurs défauts.

11.1.b.1. ADN nu

Dans ce systeme, ’ADN est injecté directement darissu sous forme plasmidique.
L’injection se fait a l'aide d'un fusil a génes, igpermet de bombarder I'épiderme de
microparticules recouvertes d’ADN. L’ADN atteintt@yau, ou il reste sous forme épisomale
et permet ainsi une expression transitoire de @épre d’intérét (Daviset al., 1993).

Cependant les cellules musculaires semblent &redales a pouvoir étre transfectées par
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cette technique et a pouvoir exprimer le géne teaté (Wolffet al., 1990). Cette technique
ne semble pas suffisante pour corriger les anomaji@enétiques mais pourrait s'avérer
efficace lors d’'une procédure de vaccination, pwiisg faible taux d’expression du transgéne

est suffisant pour déclencher une réponse immuai(Zhuet al., 1993).

[1.1.b.2. Electroporation

Elle permet d’introduire des genes dans les caldeus l'influence d’'une breve
décharge électrique. L'application d'impulsionscfiigiues a des cellules en culture provoque
I'ouverture transitoire des pores de la membrariellage. Des molécules d’ADN linéaires
ou superenroulées, peuvent pénétrer dans la celld@ntégrer dans le génome avec un taux
élevé de transfections stables (Mathiesen, 1999 akti Orlowski, 1999). Ce n’est que tres
récemment que I'électroporation a été utilisée mouéliorer I'efficacité de transfert d’ADN
nu in vivo. L'électroporation permet de transfecter de I'ADMNSs tous les tissus, son
efficacité est indépendante du cycle cellulaire. fh&s cette technique ne nécessite pas le

clonage du gene d’intérét dans un plasmide virattffi et al., 2002).

[1.1.b.3. Liposomes

Ce type de transfert repose sur I'encapsulationadeolécule d’ADN a l'intérieur
d’'une vésicule constituée d’'une ou plusieurs bibescde phospholipides. Cette vésicule
lipidique, appelée liposome, renferme un compamimaqueux. Les liposomes peuvent
contenir dans ce dernier ou dans leurs membrapielglies differentes molécules telles que
des agents pharmacologiques (Gabieioal., 1994, Leeet al., 1995, Mayeet al., 1989), des
protéines, des acides nucléiques. Contrairementvaateurs viraux, ce systeme permet le
transfert d’ADN sans que ce dernier soit limité tille. Cependant afin de favoriser
I'internalisation dans la cellule cible, les liposes sont utilisés en présence d'un agent
fusiogene, le polyéthylene glycol. Le glycérol pé&ite aussi employé et a pour fonction
d’augmenter, d’induire ou de favoriser I'endocytodes liposomes par la cellule héte.
Cependant, cette technique ne permet d’obtenirnguexpression transitoire du transgene,
I’ADN restant sous une forme épisomale dans laiehéte.
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Les liposomes cationiques

Ces vecteurs s’inspirent fortement des systéemasivipuisque le principe repose sur
une condensation de 'ADN (chargé négativementigmgroupements phosphates) avec une
molécule chargée positivement pour former des @des sub-micrométriques. Les vecteurs

lipidiques sont constitués de trois domaines :
-une téte cationique permettant la liaison a I’ADN,
- une ou plusieurs chaines hydrophobes,
- un « espaceur » separant ces deux eléments.

Le prototype du lipide cationique utilisé lors ttansfert de gene est le bromure de
dioléoxyloxy-propyl-triméthylammonium (DOTMA), unmanonium quaternaire amphiphile.
La chaine hydrophobe est en général constituée ywarphospholipide neutre, la
dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE). La formati d’'un complexe
« ADN/DOTMA/DOPE » permet dobtenir un lipoplexe padble de transfecter un grand
nombre de cellules en culture. L'excés de chardmstréstatiques réparties a la surface du
lipide cationique lui permet de se fixer aux memiesades cellules par interaction ionique, la
cellule possédant une charge globale négative. rCepe, I'efficacité du transfert dépend de
plusieurs parameétres dont le type de lipide utilisé présence d’éléments permettant la
condensation de I'ADN, le rapport ADN/lipide, leply cellulaire. Un des arguments
principaux en faveur du développement des lipo@emmme vecteur de transfert en thérapie
génique, par rapport aux vecteurs viraux, repose lsur efficacité et leur sécurité
d’utilisation. Cependant, les études récentessé@edi par (Dovet al., 1999) démontrent que
I'injection par voie intraveineuse de lipoplexesduit des effets immunologiques. Il
semblerait que cet effet soit concomitant a lagrés d’ADN plasmidique dans le lipoplexe
puisque aucune réponse immunologique n’est obsdoréede I'utilisation d'un liposome

« vide ».
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Les polyplexes

Ces composés sont formés de I'association, paindesactions électrostatiques, de
I’ADN avec une molécule comme la polylysine, lataraine, ou le polyéthyleneimine (PEI).
L’ADN ainsi compacté est protégé des nucléases gamis, et sa fixation cellulaire est
augmentée soit par endocytose soit par phagoci@ués and Wagner, 2002). Les liposomes
endocytés se retrouvent a l'intérieur de vésicudsacellulaires. La fusion de liposomes
cytoplasmiques avec les vésicules contenant 'ADNuét a la formation d’endosomes. A
l'intérieur des endosomes, une partie des moléalikBN sont dégradées par l'action des

nucléases liposomales.

Les expérimentations réalisées sur des modelesaarimaussi bien avec les liposomes
cationiques qu’avec les polyplexes, montrent IGttité de transfert de ces vecteurs puisque
I'injection des complexes dans la circulation sanguse traduit par une localisation du
transgéne au niveau des cellules endothéliales, kesocytes et macrophages
intravasculaires. De nombreux complexes se retrdugans les cellules endothéliales des
capillaires pulmonaires et dans certains organesrede foie, les reins et méme les tumeurs
(McLeanet al., 1997).

D’autres études sont réalisées afin d’amélioreritdéage de ces complexes : en effet
différentes molécules peuvent étre greffées supdbgneres cationiques (PEI ou polylysine),
comme la transferrine ou des anticorps CD3, qumpéent un ciblage spécifique via des
récepteurs cellulaires particuliers (Kirchetsal., 1997). Une sélectivité cellulaire peut étre
obtenue en associant les liposomes a des anticogrmoclonaux (Ahmackt al., 1993,
Straubingeket al., 1988) ou a des protéines spécifiques (transir(idursaet al., 2003).

II.2. Différentes stratégies de la thérapie génique

Les stratégies que nous allons décrire ici concgrariquement la thérapie génique
appliguée au cancer et ne constituent pas unedidtaustive de toutes les techniques de

thérapie génique envisageables a ce jour.
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Il.2.a. Immunothérapie génique

La transformation de cellules normales en cellilenorales devrait faire de ces
dernieres des cibles préférentielles pour le systgmmunitaire. Or les tumeurs mettent en
place des mécanismes pour échapper aux acteuimmgrihité. Le but de I'immunothérapie
génique est d’amplifier une réponse immune antinabeoet de détourner les mécanismes
d’échappement a la réponse immunitaire. Pour celx a@ibles sont envisageables : soit le
transfert de génes directement aux cellules turesraloit le transfert de genes aux cellules

présentatrices d’antigenes (notamment les celtidesritiques).

Le transfert de génes de cytokines tels que cedantgoour les interleukines (IL-2,
IL-4, IL-7 ou IL-12) ainsi que pour le TNE-ou pour linterférony (INF-y), aux cellules
tumorales a pour but d’augmenter I'expression desléonles du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe | a leur saedaCeci permet une augmentation de la
présentation des antigenes tumoraux aux lymphody{gs) cytotoxiques. Cela a aussi pour
effet de recruter et d’activer les effecteurs dstéye immunitaire, qui en retour produisent
des cytokines. Il y a alors présentation des anégéumoraux et augmentation de la réponse
immunitaire. L'utilisation concomitante de molécaileco-stimulatrices du systéme
immunitaire telle que la molécule B7 provoque urdivation des cellules T et la
reconnaissance des antigenes tumoraux. Le trartifegene FasL aux cellules tumorales
provoque leur apoptose. La réaction inflammatoité en découle induit alors un effet
antitumoral sur les cellules non transfectées @gehe FasL. L'autre intérét de cette méthode
est la capacité des cellules présentatrices demig (les cellules dendritiques) a intégrer les
antigenes tumoraux issus des vésicules apoptotidakéss peuvent donc présenter ces
antigenes aux-cytotoxiques et stimuler le systeme immunitaires€Csur ce méme principe
que les cellules dendritiques peuvent étre direetgrtransfectées par les genes codant pour
les antigénes tumoraux (Ribetsal., 2000, Strong, 2000, Xet al., 2000).

II.2.b. Corrections des anomalies génétiques

La correction des anomalies génétiques peut se fder deux manieres : soit par
inhibition et/ou ablation d'une fonction oncogérequsoit par la restauration et/ou
'augmentation des fonctions des génes suppresdeutrsneurs.
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Comme nous l'avons vu précédemment, la surexpresie oncogenes ainsi que la
modification de leur expression par mutation ou parplification génique provoque le
déclenchement de processus de cancérisation. sisgtratégies sont envisagées pour
inhiber ou pour abolir ces fonctions oncogéniquiss molécules antisens sont utilisées pour
séquestrer les ARNm des oncogénes. L'utilisatioADiN antisens de c-myc a permis
I'inhibition de la croissance de lymphome (McMangweh al., 1990). L'utilisation d’ARN
antisens de k-ras a permis la réduction du potemitieoral de cellules de cancer du poumon
non a petites cellules (NSCL®@) vitro etin vivo (Georgest al., 1993, Mukhopadhyast al.,
1991). Chez le rat, la croissance et I'invasiorcdacer de la prostate ont été supprimées par
'ARN antisens de I'lLGFR-1 («type 1 insulin-likgrowth factor receptor) (Zhost al.,
1995). Enfin dans le cas du cancer du sein, Arteagan équipe ont inhibé la croissance de
la tumeur et augmenté la survie des animaux trdiééla méme maniere (Arteaga and Holt,
1996). Mais comme pour toute approche de thérapraqge, I'utilisation de molécules
antisens en clinique pose le probléme de leur adtration. En effet pour étre efficace un tel
systeme devrait étre délivré a toutes les cellcdexéreuses pour pouvoir inhiber 'oncogene

cible dans chacune d’entre elles.

Une autre approche est I'utilisation de protéinesamtes. Ce processus est intéressant
pour bloguer les récepteurs a tyrosine kinase &igglou surexprimés dans certains cancers
notamment dans le cancer du sein. Il s’agit d’weair sur la dimérisation du récepteur qui
est nécessaire a la transduction du signal, pasfgetion dans une cellule d’'un domaine
cytoplasmique du récepteur EGF. L’hétérodimereequiésulte est incapable de lier 'EGF. Il
en résulte I'absence de transduction du signal Hi€aset al., 1991). Enfin, une autre
approche consiste en la modification de la locatisasubcellulaire des récepteurs aux
facteurs de croissance. La transfection des csllulenaines de cancer ovarien par un gene
codant pour un anticorps anti ErbB2 permet unelafign négative des ErbB2 a la surface
des cellules en corrélation avec une inhibitioraderoissance des cellul@svitro etin vivo
(Deshanest al., 1994, Deshanet al., 1995).

L’apparition des mécanismes de cancérisation ést d un désequilibre entre les
oncogenes et les genes suppresseurs de tumeurde@ess sont donc une cible potentielle
de la thérapie génique. La transfection rétroviralgitro du gene p53 dans de nombreuses

lignées cellulaires cancéreuses humaines (pounioies,sein) a montré la restauration du
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phénotype suppresseur par inhibition de la cromsahes tumeurs (Casey al., 1991,
Fujiwaraet al., 1993, Runnebaum and Kreienberg, 1995, Wairal., 1993). La transfection
du gene Rb par rétrovirus (Casely al., 1991, Fujiwaraet al., 1993, Runnebaum and
Kreienberg, 1995, Wangt al., 1993) ou par adénovirus (Xet al., 1996) permet une
inhibition de la tumorigénicité et une régressientadmeurs établies chez des souris « nude ».
Enfin, et de maniere plus spécifique au cancerain, $a transfection rétrovirale du gene
BRCAL1 dans des cellules MCF7 ensuite implantéexz aes souris « nude », inhibe le

développement de la tumeur (Hettal., 1996).

Il.2.c. Stratégies antiangiogeniques : exempléatelbstatine

Comme nous l'avons décrit précédemment, I'angiogerest le processus permettant
la formation de néo-vaisseaux sanguins. L'angiogerest régulée par un équilibre entre
facteurs pro-angiogeniques et facteurs anti-angioges (tableau B1). Les stratégies anti-

angiogeniques peuvent cibler les deux types dediest

Il est possible de bloquer les facteurs pro-angimgéees comme par exemple le
VEGF, en utilisant des anticorps dirigés soit diewent contre le VEGF soit contre son
récepteur. La technique des ARN antisens est atisée. Ces trois méthodes ont morntré
vivo chez l'animal des effets antitumoraux (Asaa@l., 1995, Kimet al., 1993, Warreret
al., 1995).

Le fait que certaines tumeurs puissent inhiberp&jtion de leurs métastases, et que
ces dernieres se développent apres la résectitmtdeneur montre que les tumeurs peuvent
réguler elles-mémes leur angiogenese en libéranfadteurs anti-angiogéniques (O'Redty
al.,, 1994). C’est le cas de I'endostatine. Cette pmetéle 20 kDa a été mise en évidence a
partir de surnageant de cellules d’hémangioendothél (EOMA) capables d'inhiber
I'angiogenese et la croissance tumorale (O'Relligl., 1997). Cette protéine correspond aux
184 acides aminés de la région C-terminale du g@tla XVIII. Elle est issue du clivage
protéolitigue du collagéne XVIII par une enzyme chkthepsin L, a la fois produite par les
cellules endothéliales et par les cellules tumsréBorensen and Read, 2002). Des étutes
vitro et in vivo ont démontré l'efficacité de I'endostatin vitro, I'endostatine a un effet
inhibiteur sur les cellules endothéliales, mais atecun effet sur la croissance des cellules
tumorales (Boehneat al., 1997, O'Reillyet al., 1997). L'endostatine inhibe aussi la migration
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des cellules endothéliales humaines de cordon arabén réponse au VEGF (Yamaguehi
al., 1999).1n vivo, les premiéres études ont mis en évidence I'affi€ade I'endostatine
contre un certain nombre de tumeurs telles quealeirome pulmonaire de Lewis, les
fibrosarcomes ou encore le mélanome (O'Redilgl., 1997). L'injection d’endostatine sous
forme plasmidique, directement dans la tumeur (deode carcinome mammaire chez la
souris), permet une réduction du volume de la tunesucomparaison avec les animaux
témoins (Ding et al., 2001). L'implantation chez l'animal, de cellulete carcinome
mammaire préalablement transfectées a l'aide dewiais par le géne de I'endostatine,
provogue un ralentissement de la croissance degumnsmsuivie du déclin des volume
tumoraux (Indraccolat al., 2002). La méme technique a été utilisée par Kwurdans un
modele de cancer du poumon. Des résultats sinslare été obtenus avec en plus une
diminution significative des métastases pleurak@sdow et al., 2003). Enfin, il a été mis en
évidence que I'endostatine inhibe I'envahissemantigs cellules endothéliales et les cellules
tumorales en bloquant I'activation des métallograses de la matrice (MMP2) (Kiet al.,
2000). De plus des cures successives et prolomy@edostatine n’'ont mis en évidence aucun

phénomene de résistance a I'endostatine (Bagttah, 1997).

II.2.d. Transfert de gene de sensibilité : exemgle systeme
thymidine kinase/ganciclovir

Le transfert de géne de sensibilité permet de eedds cellules cibles sensibles a des
pro-drogues qui n'ont spontanément aucun effegtexi Plusieurs géenes de sensibilité ou
"genes suicides" ont étaient décrits, ils sontaegés dans le tableau B9. Les 2 génes les plus
utilisés sont le gene codant pour la cytosine désssa (CD) (Consalvet al., 1995, Mullen
et al., 1992) et 'ADN complémentaire codant pour la tidine kinase issue du virus de
I'nerpes simplex de type 1 ou hsvl-tk (Careisal., 1993, Moolten, 1986).

La cytosine désaminase est une enzyme présentecehiines bactéries et chez
certains champignons, mais absente des cellulesadas. Elle permet la désamination de la
cytosine en uracile. Utilisée dans le cadre dédaapie genique, elle métabolise la 5-Fluoro-
cytosine (5-FC) en 5-Fluoro-uracil (5-FU). Le 5-Fé$t un agent anti-métabolite utilisé
couramment en protocole de chimiothérapie. Deseétodt montrées aussi bigrnvitro quin
vivo l'efficacité du systéme CD/5-FC.
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La thymidine kinase issue du virus de I'herpés gpetl (hsvl-tk) permet la
phosphorylation d’'un certain nombre d’analoguedéusidiques tels que les analogues de la
guanosine : I'acyclovir (ACV) ou le ganciclovir (M} Ces 2 molécules sont en fait des
agents anti-herpétiques utilisés lors du traitentest infections au cytomégalovirus (Faulds
and Heel, 1990). Les thymidines kinases endogeasscdllules eucaryotes ont une faible
affinité pour 'ACV et le GCV. De ce fait, ils somtes peu phosphorylés en temps normal.
Lorsque le géne hsvl-tk est transféré dans dadesh fort potentiel de division (des cellules
cancéreuses par exemple), la thymidine kinase tiggeeprovoque la phosphorylation du
GCV en GCV monophosphate. Sous cette forme, le @&\alors de nouveau phosphorylé
par les thymidines kinases endogénes en GCV bipladsguis triphosphate. La forme GCV
triphosphate est alors utilisée par la cellule ptéarsynthése d’ADN a la place de
désoxyguanosine triphosphate. La présence de GigNosiphate inhibe la progression de

I’ADN polymérase et donc I'élongation du brin d’AD&¢ qui provoque la mort de la cellule.

Une des caractéristigues majeures de ce systeméa gatésence d'un effet dit
« bystander » (Biet al., 1993) qui permet la destruction des cellules ésuses non
transfectées par le gene hsvl-tk mais se trouaand k& voisinage de cellules qui le sont. Cet
effet a été observé aussi bienvitro (Culveret al., 1992, Grossiret al., 1999) quin vivo
(Charissowet al., 1999), sur les cellules avoisinantes ainsi qudesumétastases a distance.
Deux voies sont possibles pour expliguer ce phénemele GCV sous sa forme
monophosphate pourrait passer d’'une cellule arBauit les jonctions intercellulaires (« gap-
junction » ou connexines) (Bt al., 1993, Elshamét al., 1996, Mesnikt al., 1996, Vrioniset
al., 1997). Il peut aussi y avoir relargage de vésgubhpoptotigues par les cellules
transfectées lors du traitement au GCV avec la meiseplacein vivo d’'une réponse
immunitaire (Barbat al., 1994, Freemad al., 1993).

Des résultats probants ont été obtenus a laifoigtro et in vivo. L'efficacité du
systeme hsv1-tk/GCV a été mise en évidence adarfeitro etin vivo, en utilisant plusieurs
types de vecteurs de transfection. Les rétrovitowguement utilisés dans les premieres
études du systeme hsvl-tk/GCV, ont permis d’indlaremort de cellules de cancer du
poumon en culture (Hasegawial., 1995). L'équipe de Lambright, démontre I'effidgdin
vivo du transfert du géne hsvl-tk par adénovirus. Iceéité du systéeme est dailleurs

augmentée lorsque des cures répétées sont adégesistux animaux, méme si ces derniers
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sont au préalable immunisés contre I'adénovirubsé@ticomme vecteur (Lambriglet al.,
2000). L'efficacité du systeme peut encore étrensrmgée, lorsque le transfert du gene est
associé a des irradiations. Valchaki a montré uedleure réponse dans le cas de cellules de
carcinome mammaire de la souris. De plus, I'efitéaest encore augmentée lorsque 3 cures
successives de hsvl-tk/GCV suivie d’irradiationtsaministrées a des animaux développant
ces tumeurs mammaires, avec une nette diminutismaiastases pulmonaires (Vlachetki
al., 2001).

Afin de potentialiser ces effets observés, certaiguipes ont placé le géene hsvl-tk
sous le contrdle de promoteur permettant de rédeepression du gene. C’est le cas par
exemple de I'étude menée par Patil (Pettiél., 2000). lls ont placé le gene hsvl-tk sous le
contrdle de la tétracycline, qui est activeée unimeet en présence de doxycycline. lls ont
ensuite transfecté une lignée cellulaire de cadcesein par leur construction de hsvl-tk
inductible : la doxycycline permet une augmentatiens0 fois de I'expression du géne, avec
une augmentation de la sensibilité des cellule&@¥. Le promoteur utilisé peut aussi étre
lié & une des caractéristiques des cellules tuemrddeFatta et son équipe, ont utilisé le
principe selon lequel les ARNm qui possédent uiggore5’'UTR longue sont réprimés dans
les cellules normales et exprimés dans les cellulemrales. Cette variation est due a une
forte expression du facteur elF4E par les celluleworales, qui permet la levée de la
répression sur les ARNm. lls ont donc mis au pomARNmM hybride de hsv1-tk contenant la
séquence 5’UTR du b-FGF (« basic Fibroblast Grokalctor »). lls ont ainsi obtenu une
spécificité d’action du systéme pour les cellulemarales (DeFatt&t al., 2002). lls ont
observé des résultats similaires sur un modele ani@ tumeur mammaire (DeFatial.,
2002).

I1.3. Thérapie génique et essais cliniques

La thérapie génique est a I'heure actuelle, mi$essai dans un certain nombre de
protocoles thérapeutiques. Ces essais concerndnéllament 3496 patients dans 636
protocoles différents. La part la plus importaneecds essais cliniques concerne le cancer,

pour 63,4% des essais, soit 403 protocoles, intR@92 malades.
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Parmis les vecteurs de la thérapie génique que aeoiss décris précédement, les
rétrovirus sont les plus couramment utlisés (34,86 essais), viennent ensuite les

adénovirus (26,9%) et les liposomes (12,1%).

Les essais cliniques concernant le cancer du seinasi nombre de 27, rescencés dans
le tableau B10. Seuls 4 sont a I'heure actuelluods et publiés (tableau B11).
Les études menées par Hersh (Heeshl., 1994) et Rubin (Rubijret al., 1994), n’ont pas été
publiées dans la problématique du cancer du sediis pour les autres types de cancer qui
faisaient partie de I'étude en I'occurrence le eareolorectal. Nous ne les décrirons pas ici.
En revanche, I'étude de phase | menée par SteB&atvart et al., 1997), comportait 8
patientes atteintes de cancer du sein (les 15sapatents étaient atteients de mélanome).
L’étude consistait en 'administration d’adénovimélétés en E1 et E3, afin de permettre le
transfert du gene de I'lL-2. Sur les 8 patientesselement ont présenté une régression
partielle au niveau du site d’injection, et 5 patés ont présenté une inflammaion locale
toujours au niveau du site d'injection. L'étude mden par Sikora, consistait en
I'administration intratumorale du gene de la cytesdésaminase sous contréle du promoteur
du gene erbB2 humain. Ce systeme permet de cilvecteiment les cellules cancéreuses
surexprimant erbB2. Sur les 12 patientes, uneafiié de transfert a été observée chez 11
d’entre elles. Pour 2 patientes une réduction hetdbh volume tumoral a été observée au

niveau du site d’injection.

65



Investigateur Gene Technique de transfert
Stewart IL-2 Adénovirus
Stewart MDR-1 Rétrovirus
Favrot hsv1-tk Rétrovirus
Sikora CD sous contrdle d’'un promoteur c-erb B2 ARN
Economou CYP P450 Rétrovirus
Gluckman MUC-1 et IL-2 Pox virus
Cowan MDR-1 et NeoR Rétrovirus
Deisseorth MDR-1 Rétrovirus
Deisseorth MDR-1 Rétrovirus
Hersh HLA-B7/beta2-microglobuline Liposomes catopres
Hesdorffer MDR-1 Rétrovirus
Holt Antisens c-fos ou c-myc Rétrovirus
Holt BRCA-1 Rétrovirus
Hortobagyi E1A Liposomes cationiques
Lyerly IL-2 Liposomes cationiques
O’Shaughnessy MDR-1 Rétrovirus
Rosenberg TNF et NeoR Rétrovirus
Rubin HLA-B7/beta2-microglobuline Liposomes catipmes
Urba CD80 Liposomes cationiques
Von Mehren p53 Adénovirus
Schuchter CD80 Adénovirus
Suzuki GM-CSF Adénovirus
Kufe MUC-1 Pox virus
Baynes p53 Adénovirus
Park IL-12 Rétrovirus
Cristotanilli p53 Adénovirus
Bucholz mda’7 Adénovirus

Tableau B10 : les essais cliniques de thérapieggérdans le cadre du cancer du sein.
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Investigateur Nombre de patients Phase Références
Stewart 23 Phase | (Stewaat al., 1997)
Sikora 12 Phase I/lI (Pandra al., 1999)
Hersh 102 Phase Il (Herstt al., 1994)
Rubin 28 Phase II (Rubjet al., 1994)

Tableau B11 : Essais cliniques de thérapie gérttptarés du cancer du sein.
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Deuxieme partie
MATERIELS ET METHODES
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|. Construction du plasmide pcDNA-tk

La construction d'un plasmide recombinant consisiesérer, dans un vecteur
plasmidique, une séquence d’ADN en aval d'un premotCe dernier permet I'expression de
'ADN cloné dans un systeme cellulaire eucaryotsADN et le plasmide sont préparés
séparément puis sont ligués. Le plasmide recombirgsultant est amplifié par le systeme

cellulaire de bactéries compétentes.

I.1. Amplification du géne de la thymidine kinasepartir du
plasmide pLJ-tk

L’ADNc de la thymidine kinase du virus de I'herpgisplex de type 1 (hsv1-tk), est
amplifié par réaction de polymérisation en chaf€R) a partir du plasmide pLJ-tk. La PCR
est réalisée selon le protocole du kit « ExpandhHigdelity PCR System Enzyme mix »
(Roche, Meylan, France). Brievement 100 ng du filslent incubés avec 2,6 U d'un mélange
de 2 Tag DNA polymérases qui permet I'amplificatid?’ADN en limitant les erreurs.
L’amplification est réalisée en présence de tamg@molymeérisation 1X, de dNTP 0,2 mM
(Roche) et d’'amorces 0,3 uM dans un volume réantibde 50uL. Les amorces utilisées
dans le cadre du clonage de 'ADNc de hsvl-tk sdéterminées a l'aide du logiciel
« GeneWorks ». Le plasmide pcDNA3.1+ n'est pas aotewr de fusion, il est donc
nécessaire d'utiliser des amorces intégrant ungeséq d'initiation/translation dite séquence

de Kozak (Kozak, 1987). Les séquences des amaooes s

* l'amorce sens tkl : 5'- ATC GCC ACC ATG GCT TCG TATLCC GG -3
» l'amorce antisens tk2 : 5- ATC GCA GTT AGC CTC C@AT CT -3
qui permettent I'amplification d’'un fragment de B1j3b.

L’'amplification est effectuée dans un thermocycleBeneAmp 9700 (Applied

Biosystems, Foster City, U.S.A.) et comporte legpés$ suivantes :
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Dénaturation 8 mina 94 °C 1 cycle

Dénaturation 15 sec a 94°C

Hybridation 15seca67°C 10 cycles
Elongation 1mina72°C

Dénaturation 15 sec a 94°C

Hybridation 15seca67°C 20 cycles
Elongation 1 min + 5 sec/cycle a 72 °C

Elongation 7 mina72°C 1 cycle

Les produits de I'amplification sont déposés surdggarose 0,8% afin de vérifier leur taille.

Pour s’'assurer que le produit amplifié est bienicattendu, nous réalisons une digestion
enzymatique. Cinqg pl de produit de PCR sont digpaéslO unités de I'enzyme de restriction
Sacl, en présence de tampon de restriction 1X. Ladfige doit générer deux fragments de
longueur 458 pb et 677 pb. Les résultats de lastige sont visualisés sur gel d’agarose
0,8%.

Une fois vérifiés, ces produits de PCR sont puwifgivant le protocole du kit
« Qiaquick PCR Purification Kit » (Qiagen, Courtab France).

|.2. Clonage DiTrisec du géne tk dans le plasmizleNA3.1+

L’ADNc obtenu par PCR, ainsi que le plasmide pcDNIA3(Invitrogen, Groningen,
Pays Bas) sont modifiés en leurs extrémités enrdcavec la méthodologie de clonage
DiTrisec (Vieira and Messing, 1987). Cette techeiquermet de réduire les insertions non

spécifiques de 'ADNc dans le vecteur de clonage.

[.2.a. Modification de 'ADNc

Les amorces utilisées pour I'amplification PCR dADNc possedent a leurs
extréemités 5’ 4 bases (ATCG) indépendantes de daesie de I'hsvl-tk. Ces bases sont

choisies en fonction de I'enzyme de restrictionlisége pour linéariser le plasmide. La
70



modification de 'ADNCc est réalisée par la T4 DNAlpmérase (Roche). Elle posséde une
activité 5’-3' exonucléase et une activité 3'-5’lypoérase qui permettent d’obtenir un

fragment d’ADNc aux extrémités compatibles avetesallu plasmide de clonage. La réaction

est la suivante :

ADNCc hsvl-tk (1 &2 pug)

5 ATCG-------- — CGAT 3
3’ TAGC-------- — GCTA S

- BSA 1ug/ul
30 min, 12°C - Tampon de polymérisation 1X
15 min, 80°C -dCTP 0,1 mM

- T4 DNA polymérase 3U

v
5' ATCG-------- ff-mmnmnev c 3
3 G- [ -mmmmme- GCTA 5’

La réaction doit obligatoirement se faire dans ‘@au bidistillée a pH7. L’ADNc ainsi
modifié est précipité par un mélange éthanol ab&salétate de sodium 3mM (2,5 vol/0,1 vol),
puis lavés dans I'éthanol 70%. Le culot est séthépris par 22 pl d’eau bidistillée pH7. La

concentration en acide nucléique est déterminéspmutrophotométrie.

|.2.b. Modification du plasmide

Le plasmide pcDNA3.1+ utilisé pour le clonage préseles caractéristiques

suivantes :
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pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Il est modifié de la maniére suivante :

- le pcDNA3.1+ (25 pg) est linéarisé par I'enzyneerdstrictionBamHI (25 U). La
réaction est réalisée a 37°C pendant 1 h. Le prd@uiligestion est précipité, lave, séché de la
méme maniere que les produits de PCR, et repris @@nul d’'eau bidistillée pH7. La

linéarisation est vérifiée sur gel d’agarose 0,8%.

- Le plasmide ainsi linéarisé, ses extrémités soodifiées par I'activité 5-3’

polymérase de I'enzyme Klenow (Roche) :
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Plasmide linéarisé (5 ug)

5---G GATCC-----3'

15 min, température -dGTP 0,1 mM
ambiante -enzyme de Klenow 4 U

-tampon de polymérisation 1X

3--—-CCTAG G----5’

La réaction s’effectue dans de I'eau bidistilléetH/. Le plasmide ainsi modifié est précipité,
lavé, séché, repris dans 20 ul d’eau bidistillée pH est dosé de la méme maniére que
I’ADNC.

|.2.c. Ligation

Afin de réaliser la ligation dans les meilleuresditions possibles, 'ADNc et le
plasmide doivent étre présents dans des proportolésiuates. Les quantités de chaque
composante sont déterminées par le rapport nombrenalécules d’insert / nombre de
molécules de plasmide. Le nombre de molécules/r mhaque acide nucléique est

déterminé par la formule :

C x 6,02.16°
L x 660

ou C est la concentration de I'insert (g/ul), ealtaille de I'acide nucléique en pb (5429 pb
pour le pcDNA3.1+ et 1135 pb pour ’ADNc modifié Hev1-tk). Les constantes 6,02%16t

660 sont respectivement le nombre d’Avogadro etdase d’'une pb.

Trois rapports de ligation compris entre 10 et $00t réalisés avec les volumes nécessaires

de chaque acide nucléique. La réaction se faitrésepce d'1U de ligase et de tampon de
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ligation 1X, 15 h a 12°C, la réaction s’effectuenslale I'eau bidistillée pH7. La séquence
obtenue apres ligation est la suivante :

3'---~-CCTAGC--------- /— GCTAGG-----5’

Le plasmide recombinant pcDNA-tk genéré par latiogyaa une taille théorique de 6568 pb.

1.3. Amplification du plasmide pcDNA-tk

|.3.a. Transformation de bactéries compétentes

Le plasmide recombinant est amplifié par un systédedactérieg€scherichia Coli
JM.109 (Promega, Madison, U.S.A.), modifiées parfdbricant pour étre compétentes.
L’ensemble ADN/bactéries compétentes (60 ul) estri® a un choc thermique, qui permet
la pénétration de ’ADN dans les bactéries : 10 diincubation dans la glace suivies de 50
sec a 42°C puis de nouveau 2 min dans la glacebaetries transformées sont mises a
proliférer 1 h & 37°C sous agitation dans du mil&QC (bacto-Tryptone 20 g/l, extrait
bactérie-levure 5g/l, NaCl 8,5 mM, KCI 2,5 mM, pHMgCl, 10 mM, glucose 20 mM). Cent
a 200 pl de la suspension bactérienne sont ensémane des boites de gélose LB-agar
(Luria-Broth LB : bacto-Tryptone 10 g/l, extrait diérie-levure 5 g/l, NaCl 170 mM, pH7)
contenant 0,1 mg/ml d’ampicilline comme antibioqde sélection spécifique du plasmide

pcDNA3.1+. La croissance des clones bactériengesteie sur la nuit & 37°C.

1.3.b. Amplification et purification de '’ADN plasiaique

1.3.b.1. Minipréparation

Le but de la minipréparation est de vérifier I'igiiéé¢ de la construction plasmidique.
Les bactéries ensemencées sur les boites de Batrewt des colonies isolées. Chacune de
ces colonies est prélevée et ensemencée dans & milidu LB (10 g Tryptone, 10 g NaCl,
extraits de levure 5 g, pH 7) supplémenté par Oglmhd’ampicilline. La croissance des
bactéries est déclenchée a 37°C sous agitationc@uditions sont maintenues durant une

nuit afin d’atteindre la phase exponentielle deissance des bactéries. La suspension
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bactérienne est utilisée pour réaliser des sollif 0 pl de suspension bactérienne, 300 pl
de glycérol), conservés a -80°C. Le reste de lpension est centrifugé a la vitesse de 4000
rpm a +4°C, et le culot bactérien est utilisé paypurification de I’ADN plasmidique suivant
le protocole du kit «High Pure Plasmide Isolatigi™ » (Roche). Une digestion
enzymatique du plasmide purifié, réalisée par Memz de restrictiordmal génére, si '’ADNc

de hsvl-tk est intégré correctement, 2 fragmentd & pb et 5401 pb. Les produits de

digestion sont visualisés sur gel d’agarose 0,8%.

1.3.b.2. Maxipréparation

Cent ul du souchier correspondant au plasmide reic@amt correct et identifié lors de
I'étape précédente, sont ensemencés dans 500 nbiBdsupplémentés par 0,1 mg/ml
d’ampicilline. L’ensemble est incubé une nuit a G7%0ous agitation. La suspension
bactérienne est centrifugée, et ’ADN plasmidigseextrait et purifié a partir du culot selon
la méthode du kit « Qiafilter » de maxipréparati@iagen). Comme pour la minipréparation,
l'intégrité du plasmide est vérifiée par digestemzymatique, et la séquence de I'hsvl-tk est

contrélée par séquencage (Genome Express, Grefoalee).

1.3.b.3. Gigapréparation

Le principe de la gigapréparation est le méme e de la maxipréparation, mais
2,5 L de LB/ampicilline sont ensemencés a raisorl@@ pl de souchier pour 500 ml de
milieu de culture. L’extraction et la purificatiosont réalisées selon le kit « Gigaprep »
(Qiagen). La gigapréparation permet de générergraade quantité d’ADN plasmidique,
nécessaire a la synthése de liposomes cationi@ette synthese est réalisée par la société
Munich Biotech (MBT, Neuried, Allemagne).

|.4. Synthese des lipoplexes

Les liposomes cationiques sont synthétisés paodet® MunichBiotech, il s’agit de
liposomes DOTAP/Cholestérol. lls sont préparésativa technique du film lipidique : les
lipides sont dissous dans du chloroforme et évapjoisriu’a former un film lipidique qui est
séché sous vide (pression de 3 a 5 mbar) a 40°&ada60 minutes. Les lipides sont alors

resuspendus dans un volume adéquat de glucose doB%ant une solution de vésicules
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lipidigues multilamellaires. Ces vésicules sont rsm@s a une extrusion a travers une
membrane de taille appropriée (entre 100 et 400. rie¥ lipoplexes sont réalisés en
mélangeant vigouresementdes volumes égaux de HpEssocationiques préalablement
préparés et la suspension d’ADN plasmidique. Lacentration finale en ADN dans les

complexes liposomes cationiques/ADN plasmidiquede<€d,2 pg/ul.

1.5. Quantification des acides nucléiques

La concentration d’'une solution d’acides nucléiq@eg/ul) est déterminée a l'aide

d’un spectrophotomeétre, (UVMSAFAS) selon la formule :

A(260) xe X VT
VE

A(260) est I'absorbance mesurée a 260 nm, VT etbdid respectivement le volume total et
le volume de I'échantillon et représente le coefficient d’extinction molaire gfigue de
chaque acide nucléique : 33 pour 'ADN monocaténaiO pour 'ADN bicaténaire et 40
pour '’ARN.

Le rapport A(260)/A(280) nous donne la pureté dediition dosée (A(280) est I'estimation
de la quantité de protéine dans I'échantillondit étre supérieur a 1,8 pour les ADN et a 2

pour les ARN.

|.6. Electrophorése sur gel d’agarose

Les ARN ou ADN sont dilués dans du tampon échamtibX (bleu de bromophénol
2,5 mg/ml, glycérol 60%, eau bidistillée 40%), ent séparés par électrophorése en gel
d’agarose dans du tampon TAE (TAE 50X : Tris-H@& B), acide acétique 50 mM, EDTA
50 mM, pH 7,4) et en présence de bromure d’éthidiBET) 0,5 mg/ml. Le BET s’intercale
entre les bases des acides nucléiques et permetiseralisation lors de l'irradiation par les
UV. La concentration des gels d’agarose est vaiae 0,8% pour les fragments compris
entre 500 et 2000 pb jusqu’a 2% pour les fragmeafslus petite taille.
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I1. Culture cellulaire

II.1. Culture des différentes lignées cellulaires

Il.1.a. Lignée MDA-MB-231

Les cellules MDA-MB-231 sont des cellules d’adémoteome mammaire humain
non-hormonodépendant. Elles ont été isolées arpddifusion pleurale chez une femme
caucasienne de 51 ans (ECACC). Elles sont de typghulogique « epithelial-like »
(Cailleauet al., 1974).

Ce sont des cellules adhérentes en monocouchdyéeslt en milieu DMEM
(Invitrogen) supplémenté de sérum de veau feoetal X8%F, BioWhitaker, Verviers,
Belgique), de glutamine 2 mM et d’'une solution d@mipilline (100 pg/ml) / streptomycine
(100 Ul/ml), (Invitrogen). La culture s’effectue3°C en atmosphére humide avec 5% de

CO..

Lorsque les cellules atteignent la confluence,seflent soumises a trypsination. Les
cellules sont lavées par du tampon phosphate st@ite 1X (PBS 1X) (NaCl 140 mM, KCI
27 mM, NaHPQ, 8 mM, KH,PQ, 1,5 mM, pH 7,4) et incubées 10 a 15 min a 37°C en
présence de la solution de trypsine-EDTA (InvitmdgelLes cellules dissociées sont
centrifugées puis reprises dans le milieu DMEM clangt ensemencées en flacons de

culture stériles.

En dehors des cultures les cellules sont conserséas forme congelée : aprés
trypsination et centrifugation, le culot cellulaiest resuspendu par du milieu DMEM
supplémenté par 20% de SVF et 10% de diméthylsidéofOMSO). Le culot est resuspendu

a raison de 5.f@ellules/ml, et placé & -80°C.
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Il.1.b. Lignée HT29 cl. 19A

Les cellules HT29 sont des cellules humaines deeratu colon isolées a partir d’'une
tumeur primaire. La lignée est décrite comme unnadércinome du colon humain
modérément différencié de grade Il. En 1984, Augezb Laboisse ont décrit I'émergence
d’un clone cellulaire différencié de facon permaeeh partir de traitement des cellules HT29
par du butyrate de sodium, notamment le clone 4€ron and Laboisse, 1984). La lignée
HT29 cl. 19A est obtenue par M. Laboisse (INSERM®QParis).

II.2. Courbes de croissances et de cytotoxicité

[1.2.a. Courbe de croissance des cellules MDA-MRB-23

Les cellules MDA-MB-231 sont évaluées pour leurissance par incubation avec du
Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT) selon Mosmann (Mwoann, 1983). Les déhydrogénases
mitochondriales des cellules vivantes meétaboliskenttétrazolium. Les métabolites se
présentent sous forme de cristaux de formazan diewobleu, solubles dans le DMSO et
quantifiables sous cette forme par spectrophotaenétr

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 pratsoa de 500, 1000, 1500, 2000
et 2500 cellules par puits. Chaque densité estnerseee dans 8 puits. A J1 apres
'ensemencement, le MTT est ajouté dans les puis éoncentration de 0,5 mg/ml. Les
cellules sont incubées 2 h a 37°C, ensuite la isoluhilieu/MTT est retiré des puits et
remplacé par 100 ul de DMSO afin de dissoudre fefacx de formazan. La réaction
colorimétrique est lue par un lecteur de plaquelSEL(Multiscan EX, Labsystems, Helsinki,
Finlande) a 540 nm et 690 nm. Cette lecture ediségatous les 2 jours pendant 11 jours, et
les valeurs de DO sont reportées en fonction des jde culture. Les valeurs de DO sont

données par la formule :

DO = DGa0nm— DOsgonm

I1.2.b. Courbes de cytotoxicité des cellules MDA-MB1 au GCV

Les cellules MDA-MB-231 sont testées pour leur g@li® au ganciclovir (GCV,
Cymévan, Roche). Ceci permet de déterminers§lGui est la concentration en GCV
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nécessaire pour tuer 50% des cellules. ij1€st déterminée a 8 jours. Les cellules sont
ensemencées a la densité de 3250 cellules parAmil aprés ensemencement les cellules
sont mises en présence de différentes concensatieCV (0;0,1;0,4;0,8;1;2;4;6;
8;10; 100 et 1000 puM). Le milieu GCV est rendaveus les 2 jours. Au bout de 8 jours, le
test MTT est réalisé. Les puits n‘ayant pas recucd®/ représentent 100% de survie et
servent de références pour les autres concentsatibes résultats sont exprimés en

pourcentage de survie selon la formule :

(DO 540 — DO 690) échantillan100
(DO 540 — DO 690) témoin

Il.2.c. Efficacité du systeme hsvl-tk/GCV sur lgnée MDA-MB-
231

L'efficacité du systeme hsvl-tk/GCV est vérifiée teansfectant les cellules MDA-
MB-231 a l'aide de liposomes cationiques. Troisetypde liposomes sont testés: les
liposomes seuls, les liposomes contenant le plasmide (liposomes pcDNA3.1+) et les
liposomes contenant le plasmide recombinant (lipeso pcDNA-tk). Les liposomes
pcDNA3.1+ et pcDNA-tk sont utilisés a la concentmatde 0,2 pg d’ADN /ul de liposome.

Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées a la terg 3250 cellules par ém
dans des plaques 24 puits. Quarante huit heures dpnsemencement, le milieu de culture
est éliminé des puits et remplacé par du miliews 8MF. Différents volumes de liposomes
correspondant a 0,4; 0,6; 1; 2 et 5 pg d’ADN paits, sont ajoutés goutte a goutte au
milieu de culture. Les cellules sont incubées 1374C. Le milieu contenant les liposomes est
éliminé et les cellules sont lavées 2 fois au PBS duis mises en culture en présence de
plusieurs concentrations de GCV (0; 0,1; 1; 10Q et 1000 uM). L'opération est répétée
une seconde fois au bout de 72 h. Trois jours dprésconde transfection, un test MTT est
réalisé. Contrairement aux courbes de croissare@gemment réalisées, la lecture se fait a
'aide d’'un spectrophotométre par mesure des absods a 540 nm et 690 nm, afin de

pouvoir appliquer la formule précédemment donnéws dkaparagraphe I1.2.a.
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11.3. Accumulation du 18-FDG et di™Tc-MIBI par les cellules
MDA-MB-231

Le 18(F)-Fluoro-2-Deoxyglucose (18(F)-FDG, FluddS bio International, France)
et le Technetium-99m Methoxyisobutylisonitrilé®{Tc-MIBI, Flucis) sont deux traceurs
utilisés couramment en médecine nucléaire pouréleation de diverses tumeurs. Leurs

modes de fonctionnement seront détaillés plus loin.

Nous avons voulu déterminer la cinétique d’accutmrade chacun de ces 2 traceurs
dans les cellules MDA-MB-231. Les cellules sonteangncées en plaques 96 puits a raison
de 10 000 cellules par puits. La cinétique estigéalpour chaque traceur a 30, 60, 120 et 300
min. Douze puits sont ensemencés pour chaque témpsellules sont mises en culture dans
le milieu DMEM complet. Au bout de 48 heures, Idi@ni des puits destinés a la cinétique
d’accumulation du 18(F)-FDG est remplacé par duemiRPMI 1640 a faible teneur en
glucose. Six heures aprés, 3 uCi de 18(F)-FDG4dians du PBS 1X) sont ajoutés a chaque
puits de culture. A chaque temps de lecture lepdis sont trypsinés, 2 sont réservés au
comptage des cellules par exclusion au bleu deafypes 10 autres sont utilisés pour
déterminer le taux d’accumulation du 18(F)-FDG desscellules. Chaque puits est rincé 2
fois au PBS 1X apres trypsination et le produit degsages est ajouté aux cellules afin de
bien récupérer toute la radioactivité. Le méme qiyp@ est appliqué pour la cinétique
d’accumulation d@°™Tc-MIBI qui est ajouté a raison de 3 pCi par pulsntrairement a la
cinétique du 18(F)-FDG, les cellules sont maintendans du milieu DMEM complet. La
radioactivité est déterminée a l'aide d’'un comptgamma (compteur Cobra 5003, Packard
Instrument S.A., Rungis, France).
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[1l. Détermination du statut MDR

Le statut de la « Multi Drug Resistance » est aiedminé de maniéere qualitative pour
les 2 principaux génes liés a ce phénomene : le gepl codant pour la protéine P-gp et
mdr1, pour la protéine MDRL1. La détermination se fait |a technique de RT-PCR, les ARN

étant extraits a partir de culots cellulaires.

[11.1. Extraction des ARN totaux

Les ARN sont extraits suivant le protocole du kitriPure Isolation Reagent™ »
(Roche) a partir de plusieurs lignées cellulairdes cellules HT29 connues pour exprimer
naturellement le genmrpl, des cellules A549 exprimant le gemdrl et des cellules MDA-
MB-231 dont nous voulons déterminer le statut,Agsremiéres lignées servent de contréle
positif. La solution de TriPure est ajoutée au tuklulaire (1ml/16 cellules). Les cellules
sont incubées 5 min a température ambiante aftnedd®mpletement lysées et pour dissocier
les complexes nucléoprotéiques. L'addition de dftmme (0,2 ml/ml de TriPure), suivie
d'une étape de centrifugation permet l'apparitionnd phase aqueuse supérieure dans
laquelle sont contenus les ARN totaux. Ces derrserg récupérés et précipités a froid en
présence d’isopropanol et lavés dans de I'éthad®@. 7.es culots sont séchés puis repris dans
20 pl d’eau traitée au diéthyl pyrocarbonate (DERG®) qualité des ARN est vérifiee par
électrophorese sur gel d’agarose 0,8% et les AR dmsés par spectrophotométrie comme

décrit précédemment.

[11.2. Transcription inverse

La réaction de transcription inverse (RT) permet tdmscrire 'TARN en ADN
complémentaire (ADNCc). Cette réaction est possgréce a une enzyme, la transcriptase
inverse, en présence d’'un oligo dT. Ce derniercapmcité de s’hybrider avec la queue polyA
des ARNmM eucaryotes. L’ADNc est synthétisé selorpretocole du kit « Omniscript™
Reverse Transcriptase » (Qiagen). Un ug d’ARN toest incubé avec 4 U de transcriptase

inverse, 10 U de « RNase » out (un inhibiteur deagd\l Invitrogen), 1 uM d’oligo dT, 0,5
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mM de dNTP et du tampon de transcription 1X danbedai traitée DEPC. L'incubation est
de 60 min a 37°C puis 5 min a 93°C.

[11.2. Réactions de PCR

L’ADNc obtenu aprés la RT est amplifié par PCR. Beu de produit de RT sont
incubés avec 1,25 U de la polymérase AmpliTaq Géloplied Biosystems, Foster City,
USA), en présence de tampon de polymérisation 8XYIdChL 2 mM, de dNTP 0,2 mM et
d’amorces 0,2 uM dans un volume réactionnel de bOL@s amorces utilisées sont les

suivantes (Kamazawa al., 2002):
v' amorces spécifiquandrl (Tm : 53°C):

sens : 5’-ACACCCGACTTACAGATGATGTCT-3

antisens : 5’-CGAGATGGGTAACTGAAGTGAACAT-3’
v' amorces spécifiquaarpl (Tm : 56°C) :

sens : 5-AGTGACCTCTGGTCCTTAAACAAGG-3’
antisens : 5'-GAGGTAGAGAGCAAGGATGACTTGC-3’
Ces amorces permettent I'amplification de fragmelattailles respectives de 623 pb et 657

pb. Les amplifications sont réalisées sur un thegdeur GeneAmp 9700 (Perkin Elmer) et

comportent les étapes suivantes :

Dénaturation 10 min a 95 °C 1 cycle
Dénaturation 15 sec a 95°C
Hybridation 15 sec au Tm spécifique 35 cycles
Elongation 30seca72°C
Elongation 7mina72°C 1 cycle

Les produits de PCR sont ensuite déposés sur aghaise 0,8%.




V. Mise au point d’'un modele animal de tumeur

mammaire

Afin de travailler dans des conditions se rapprathea plus possible de la clinique
humaine, nous avons voulu mettre au point un nauveadele animal. Il consiste en
I'injection de cellules humaines de cancer du s#iaz des animaux immunocompétents.
L’évolution des animaux est suivie par différenteshniques d’'imagerie médicales. Apres le
sacrifice des animaux, les tumeurs sont préleveee® études anatomopathologiques sont

réalisées.

IV.1. Animaux

Les animaux, des rats Sprague-Dawley femelles slemdaines (élevage Depré) sont
anesthésiés a l'aide d’'un appareil spécialementiwcqour les animaux de petite taille
(Minerve), délivrant un mélange oxygene/isoflurangl-chloro-2,2,2-trifluoroéthyl
difluorométhyl éther). lls sont ensuite épilés lsuzone abdominale gauche, afin de mettre en
évidence la mamelle. Les cellules MDA-MB-231 solursiinjectées dans la mamelle {10
cellules dans 100 pl de PBS 1X pour 1 animal). Afenprévenir le rejet de ces cellules
d’'origine humaine par le systéeme immunitaire desmanox, ces derniers sont traités
quotidiennement par des injections intrapéritorale cyclosporine A 35 mg/kg (CysA,
Sadimunn, Novartis). Les animaux sont surveilléstigiennement afin de déterminer la prise
tumorale et la prise de poids. Des 5 a 7 jourdueseurs sont palpables et sont mesurées
selon 2 dimensions a l'aide d’'un pied a coulissevblume de la tumeur est calculé selon la

formule établie par Carlsonn (Carlssaral., 1983):
V=ts.a.5

ou a est le plus long diamétre et b le plus p&inétre.
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IV.2. Imagerie médicale

Deux méthodes d’'imagerie médicale fonctionnellest séalisées sur les animaux :
(18F)-Fluoro-2-Deoxyglucose clinical Coincidencet&xion Emission Tomography (FDG-
CDET) and Technetium-99m Methoxyisobutylisonit(l&"Tc-MIBI) scintigraphy.

IV.2.a. PET Scan au 18(F)-FDG

Le 18(F)-FDG est un analogue du glucose, phosphagl 18(F)-FDG-6-phosphate
par les hexokinases cellulaires. Ce composé abiena ne peut plus étre métabolisé par les
cellules et s’Taccumule dans ces derniéres. Cetieradation permet de visualiser les organes
possédant des cellules a forte activité métabaoligiest le cas du cerveau, du coeur ou encore
des tumeurs. L’activité métabolique d’une tumeurcesrélée a sa fixation de 18(F)-FDG, et
c’est pourquoi des changements métaboliques pewngaraitre et étre visualisés avant

méme la détection de modifications morphologiqéeradnoet al., 1998, Sonet al., 1980).

Aprés 10 a 12 heures de diete, 37 MBq (1 mCi) d&)iBDG sont injectés dans la
veine caudale des rats placés sous anesthésie. [oges aprés linjection, les
tomoscintigraphies des animaux anesthésiés solisées a I'aide d’'une caméra gamma a
double téte (Axis, Philips Medical System, USA).rd&® 30 minutes d’'acquisition en 2
dimensions, les données sont numérisées sans tamretatténuation et reconstruites en
utilisant une méthode itérative (EMML : 20 itérat®). Les images peuvent étre visualisées en

coupes coronales, sagittales et axiales de 2,2 mm.

IV.2.b. La scintigraphie al’"Tc MIBI

Le ™ c-MIBI est un radiotraceur de perfusion utiliséup@btenir des images en
cardiologie et en cancérologie (cancers du ceneadu sein). L’accumulation du®™Tc-
MIBI dans les cellules est due au potentiel élgatigénéré au travers des membranes des
mitochondries. Comme les cellules tumorales posgadepotentiel membranaire encore plus
négatif, il y a une forte accumulation du traceansices cellules (Kag al., 1998, Pratst
al., 1999).

Pour réaliser les scintigraphies, les animaux wegdi55 MBq de€°™c MIBI dans la

veine caudale. lls sont placés a la surface dealméca gamma (Axis) équipée d’un
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collimateur a faible énergie. Des images dynamigiee20 images par minute (2228) sont
réalisées. A 30 et 75 minutes, des images statiqaes réalisées avec des images de 5

minutes.

I\VV.3. Etudes anatomopathologiques

Les organes prélevés lors de I'autopsie sont faedslant au moins 24 heures dans une
solution de formol-zinc (sulfate de zinc 3 g, fotdényde du commerce 36-40% 100 ml,
chlorure de sodium 9 g, eau du robinet 900 ml). z@ses d’intérét sont ensuite prélevées,
incluses en paraffine a 56°C, apres déshydratdeésntissus dans des bains d’alcool de degré
croissant et substitution dans un bain de toluesdant la nuit. Le bloc d’inclusion en
paraffine contenant le prélévement tissulaire aegtguite coupé a 4 um d’épaisseur au
microtome, déposé a 56 °C sur une lame de veredgilément encollée, et séchée a I'étuve a
37°C. Les coupes tissulaires sont ensuite colgyaeshématéine-éosine-safran et examinées

au microscope optique.
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V. Protocoles de traitement des animaux

Deux stratégies thérapeutiques sont appliguées aoknaux: la stratégie
antiangiogénique avec lI'administration d’endose&tét la stratégie par transfert de géne de
sensibilité avec I'administration du gene suicideditk couplée a des injections de GCV. Les
différents traitements sont administrés sous fodmdipoplexes. Les traitements s’effectuent
en parallele d’un groupe témoin ne recevant aufomee de thérapie afin de s’assurer de la
validité de la manipulation. Durant toute la pégate traitement, les animaux sont maintenus

sous CysA, afin d’éviter tout rejet de la tumeur.

V.1. Protocole hsvl-tk/ganciclovir

Cing groupes de 5 animaux sont nécessaires a lisatéan de ce protocole. Les
groupes sont détaillés dans le tableau suivanlGC¥ est administré quotidiennement a la
dose de 150 mg/kg. Les injections de GCV débutantnéme temps que les injections de
liposomes. Les injections de 1,2 ml de lipoplexast séalisées dans la veine de caudale, a
raison de 3 injections par semaine. Chaque injeamrespond a une administration de 240
ug d’ADN. Ces conditions sont celles décrites pasdciété Munichbiotech, 1,2 ml étant le
volume de liposomes pouvant étre injecté au aninsams effet toxique et les 240 ug d’ADN
étant la quantité maximale pouvant étre encapsidés 1,2 ml de liposomes. Le protocole de

traitement est de 3 semaines, et est détailléldaableau M1.

V.2. Protocole endostatine

Au laboratoire nous disposons du géene de I'endaostatloné dans un plasmide de
sécrétion : le pSecTag2C (don de T.Bachelot, LydPg. plasmide, dont la carte est
représentée ci-dessous, possede une séquencad@®edgK, en amont de son multisite de
clonage, et en aval de celui-ci un épitope myc.
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* The 5fil site is located
before the variable region

Le clonage a été réalisé comme décrit précédempuemtle plasmide recombinant pcDNA-
tk. La séquence codante de I'endostatine est nmgghase avec avec la séquence secrétoire
de mamiere a ce que la protéine une fois syntleepiaé les cellules puisse étre excrétée hors
de ces derniéres. La séquence d’endostatine etiigié isolée a partir de foie de souris Le
produit de clonage est appelé pSecEndostatineplasmides pSecEndostatine et pSecTag2c
sont amplifiés par gigapréparation comme décritguémment, afin de pouvoir obtenir une
quantité d’ADN nécessaire a la synthése de liposooationiques (réalisée par la société
Munichbiotech). Pour ce protocole, 10 animaux gpaffés et sont répartis en 2 groupes : 5
rats recoivent les lipoplexes pSecEndostatine st Seautres recoivent les lipoplexes

pSecTag2c. Le protocole est détaiilé dans le taliéh

V.3 Etudes statistiques

Des études statitiques sont réalisées afin derdigter si les différences observées au
sein des différents groupes sont significativestdse utilisé est la loi de Student permettant la

comparaison de deux moeynnes.
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GROUPE TYPE D’'INJECTION FREQUENCE
PROTOCOLE hsv1-tk/GCV
Injection I.P. de GCV a 150 Tous les jours
Groupe GCV
mg/kg
Injection I.V. de lipoplexes 3 fois par semaine
Groupe pcDNAS.1+
(240 )
Injections I.V. de lipoplexes GCV : tous les jours
240 Liposomes : 3 fois par
Groupe pcDNA3.1+/GCV ( HO) P P
Injection I.P. de GCV (150 semaine
mg/kQ)
Injection 1.V. des lipoplexes 3 fois par semaine
Groupe pcDNA-tk
(240 po)
Injections 1.V. de liposomes GCV : tous les jours
240 Liposomes : 3 fois par
Groupe pcDNA-tk/GCV ( HO) P P
Injection I.P. de GCV (150 semaine
mg/kg)
PROTOCOLE Endostatine
Injection I.V. de lipoplexes 3 fois par semaine
Groupe pSecTag2C

(240 po)

Groupe pSecEndostatine

Injection L.V. de lipoplexes
(240 ng)

3 fois par semaine

Tableau M1 : Protocole de traitement des animaypartés dans deux études: thérapie

génique par géne suicide, thérapie génique antigagique.
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|. Construction du plasmide pcDNA-tk

|.1. Amplification du géne hsvl1-tk

L’amplification par PCR du géne de I'hsvl-tk eshligée a partir du plasmide pLJ-tk
(don du Pr Klatzmann). Les amorces spécifiquessé@és permettent l'insertion, en amont du
codon initiateur de traduction, de la séquence oeaK nécessaire a I'expression du gene. Le
produit de PCR est vérifié sur gel d’agarose 0,8%@st caractérisé par un fragment d’'une
taille de 1135 pb (figure R1). Le profil de digestienzymatique paBacl confirme qu'il
s’agit bien du géne hsvl-tk : 2 fragments de 4587&t pb sont obtenus apres la digestion

enzymatique (figure R1).

|.2. Vérification de la construction plasmidique

|.2.a. Vérification par digestion enzymatique

L’ADN plasmidique obtenu a partir des différentedonies bactériennes est analysé
par digestion enzymatique, afin d’'identifier un teeor recombinant pcDNA-tk correct. Sur 21
colonies testées, une ne contient aucun ADN plagoeg 12 présentent le plasmide avec
I'insert antisens et 8 avec l'insert sens. Le praddi digestion enzymatique p&mal confirme
le sens d’insertion de '’ADNc dans le pcDNA3.1+.réque '’ADNCc est inséré dans le sens
correct, 'ADN plasmidique présente 2 fragmentstaidle 1167 et 5401 pb. Le profil de
digestion présenté sur la figure R2 est celui spwadant a 1 des 8 clones avec la bonne

insertion.

1.2.b. Vérification par séquencage

La séquence obtenue de la société GenomeExpregs apquencage est alignée
contre la séquence de I'hsv1-tk d’'une banque deéwrpubliée par Saijo (Saigbal., 1999).
Les deux séquences sont identiques excepté deas bas position 933 de notre séquence un
C est séquencé alors que la séquence de la bamoppete un T. En position 1083 c’est un C
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qui est séquencé au lieu d’'un A dans la séquenda banque (figure R3). Cependant apres
vérification, ces deux modifications n’entraineasgle changement de la séquence protéique.

Nous pouvons donc considérer que notre clonageoact.
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Figure R1 : Vérification du produit de 'amplifigah du géne hsvl-tk par PCR.
Piste 1 : produit de PCR ; Piste 2 : poids molémlB00 pb ; Piste 3 : produit de PCR digéré

par I'enzyme de restrictioBacl.

Figure R2: Vérification du sens d'insertion de DNc de hsvl-tk dans le plasmide
pcDNA3.1+.

Piste 1: poids moléculairaHindlll ; Piste 2: plasmide pcDNA-tk ; Piste 3: pladgm
pcDNA-tk digére par I'enzyme de restricti®mal ; Piste 4 : poids moléculaire 100 pb.
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pchMAa-thk CCAGCTCGGR. TOGCCACAAT GGCTTCGTAC COCTGUCATC mCP.C‘GCGTCJ, 50

Saije M TGCCTTICGAC CAGGCTGOGU GITCICGONG CUATAGCARL CGACGTALGE 8z
pelNA-tk GTTCGAC CAGGCTGCGC GTTCTCGOGG CCATAGCAAC CGACGTACGS 100
Saijo M GTTGOGCCC TOGCCGEUAG CAAGAAGCCE CGGAAGTLCG CUTGGAGCA! 132
pehiA-tk GTTGCGCCC TOGCCGGCAG CAAGAAGCCA CGGAAGTCCG CC 150
Saijo M TGCCCA CGCTACTCGCS GGTTTATATA GACGGTOCTIC ACGOGA 182
pehia-ck TGCCCA OGCTACTGCG GGTTTATATA GACGGTCCTC ACGGGA! 200

Saijo M CACC ACCACGCAAC TGCTGGTGGC CLIGGETICG CGUGACGAT 232
pchNA-tk CACC ACCACGCAAC TGCTGGTGGC CCTGGGTTOC CGCGACGAT. 250
Saijo M GTCTACGT ACCCGAGCCG ATGACTTACT GGCAGEIGLT GGGGLCTIC 282
poiia-tk TCTACGT ACCOGAGCCG ATGACTTACT GGCAGGTGCT GEGGGCTTC 300

Saijo M CAATCG CGRACATCTA CACCACACAA CACOGCCTOG ACCAGGG 332
pcOia-tk CAATCG CGAACATCTA CACCACACAA CACCGCCTCG AC 350
Saijo M TATCGGCC GGGGACGCGE CGGTGGTAAT GACAAGCUGCC CAGATARM 382
peDiNA-tk TATCGGCC GGGGACGUGE CGGTGATAAT GACAAGCGCC CAGAT 400
Saijo M TGCC TTATGCCGTG ACCGACGCCG TTCTGGCTCC TCATATC 432
pelA-tk GCATGCC TTATGCUGTG ACCGACGCCG TTCTGGCTCC TCATA 450
Saijo M GGAGCTCACR TGCCCCGCCC CCGGCCCTCA CCCTCA 482
peDNA-tk GGAGCTCACA TGCCCCGCCC CCGECCCTCA CCOTCA 500
Saijo M GACCGCCAT CCCATCGLLG CCCTCCTGTG CTACCLGGLC CCOLGATAD 532
pohiA-tk CGCCAT CCCATCGCCG CCCTCCTGIG CTACCCGGCC GOBOGAT 550
Saijo M ATGGGCAG CATGACCCCC CAGGCCGTGL TGOLLTICGT GoCCCToA 582
pcDNA-tk ATGGGCAS CATGACCCCC CAGECCETGC TGGCGTTOGT GGCCCTCOA! 500
Saijo M CGCCGACCT TGCCCGGCAC AAACATCOGTG TTGGGGACCC TTCC 632
pCDNA-tk CGCCGACCT TGUCCGGCAC AAACATOSTG TTGEERGCCE 650
Saijo M AGACACATC GACCGCCTGG CCARACGCCA GLGLCCCGGC GAGC 682
peINA-tk TC GACCGCCTGG CCARACGCCA GCGCCCCGGE GAGT 700
Saijo M CCTGGCTAT GCTGGCCGOG ATTCGCCGCG TTTACGOGLT GOTTGOCAR 732
pehiA-tk CCTGEGCTAT GCTGGOCGOG ATTOGCCGCE TTTACGERECT GOTTGOCAR 750
Saijo M GGTGCGGT ATCTGUAGGE CGGLGGGTCG TGGCGGGAGG ATTGGGGA 782
peDNA-tk CGGTGCOGGT ATCTGCAGGS CGGLEGETCE TGGCGGGAGS A 800
Saije M GGGG ACGGCCGTGC CGOCCCAGGG TGCCGAGLCT CAGAGCAL 83z
peDiA-tk [BCTTTCGGGE ACGGUOGTGC CGCCCCAGES TGCOGAGCCT CAG 850
Saijo M CCACG ACCCCATATC GGGGACACCT TATTTACCCT GTTICGGGO 882
peiia-tk GGGCCCACG ACCCCATATC GGGGACACGT TATTTACCCT GTTTCGGGC 900
Saijo M CGAGTTGC TGGCCCCCAR CGGCGACCTG T CGTGT TTGCC 832
pebNA-tk CGAGTTGC TGGOCCCCAA CGGCGACCTG T CGTGT 950
Saijo M TTGGACGTC TTGGCCAAAC GCCTCCGTCC CATGCACGIC TTTATCOT 982
peDNA-tk GTC TTGGCCAAAC GUCTCCGTCC CATGCACGTC TTTATC 1000
Saijo M TTACGACCA ATCGCCOGCC GGCTGLCGGE ACGUCCTGOT GLAACTTAC 1032
pCONA-thk TTACGACCA ATCGCCOGCC GGCTGCCGGS ACGUCCTGOT GOARCTTAC 1050
Saijo M CGGGATGG TCCAGACCCA CGTCACCACC © TCCA TRCCGACGR' 1082
polNA-tk GGGATGG TCCAGACCCA CGTCACCACC © CTCCA TRCCGACGH' 1100
saijo M TGCGACCTG GCGCGCACGT TTGOLLGGGA GA - oo 1120
pcDNA-tk GACCTG GCGOGCACGT TTGOCCGGGA GA GCTAARCTGCG 1150
SatmoM: o et e S L S S 1120
pebhiA-tk ATCCACTAGT GCCAGTGTGG TGGAATTCTG CAGATATCCA GCACAGTGGC 1200

Figure R3: Alignement de la séquence de '’ADNcnélalu plasmide pcDNA-tk avec la
séquence de la banque de données décrite par(Saijoet al., 1999).
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. Etude des cellules MDA-MB-231

lI.1. Aspect morphologique

Les cellules MDA-MB-231 sont des cellules adhérentde type épithéliales. Leur
croissance est de type monocouche. A faible de(fgiiére R4a), elles présentent une forme
tres allongée et granulaire. A confluence, ell&s@ntent une forme pavimenteuse, et ont une

légére tendance a se chevaucher (figure R4b).

[1.2. Courbe de croissance

Le profil de croissance des cellules MDA-MB-231 esdlisé sur une période de 11
jours, a l'aide de tests au MTT réalisés un jourdaux. Différentes densités cellulaires sont
testées. Les résultats sont présentés sur la figprd.es différentes courbes nous permettent
d’obtenir les 3 phases caractéristiques des cslkriecroissance : la phase de latence, la phase
de croissance exponentielle et la phase de pléegphase d’arrét de la croissance). Ces trois
phases sont obtenues pour toutes les densitéege§tépendant, les profils de chaque phase
varient en fonction du nombre de cellules initiadmtnensemencé. En effet, plus la densité
cellulaire de départ est importante, plus la plaesdatence est courte, voir nulle : pour la
densité 8125 cellules par éntes cellules semblent entrer directement en paagenentielle.

De la méme maniére pour les densités les plus iammes, la phase de plateau est atteinte
plus rapidement. La densité cellulaire que nousnall utiliser pour la suite des
expérimentations, est la densité de 3250 cellufescpf. Ensemencées de telle sorte, les
cellules présentent le profil de croissance le miadapté avec une phase de latence de 24
heures et surtout une phase exponentielle de § joaus permettant de réaliser la suite des

expérimentations.
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Figure R4 : Morphologie des cellules MDA-MB-231 eunlture, A : cellules en culture de
routine, B : cellules a confluence. Grossissement
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Figure R5 : Courbes de croissance des cellules NUBA231.
Les courbes sont réalisées en plagues 96 puitslgours a l'aide du test MTT.
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I1.3. Cytotoxicité du GCV

La sensibilité des cellules au GCV permet de détent’lCs,, concentration en GCV
nécessaire pour induire 50% de mortalité a 8 jduestapport entre I'lg des cellules non
transfectées et des cellules transfectées paripepléxes pcDNA-tk permet d’évaluer
I'efficacité du traitement sur la lignée étudiéaslcellules sont ensemencées en plaques 96
puits & raison de 3250 cellules parcim toxicité des différentes concentrations de G&Y
évaluée a 8 jours par un test au MTT. Les résu#fatdé exprimés en pourcentage de survie
par rapport aux cellules non exposées au GCV ¢idRBa). Au vu de ces résultats, nous
pouvons dire que la mortalité induite par le GCM e®se dépendante. En effet,
'augmentation de la concentration de GCV induié umortalité plus importante. Le taux de
mortalité de 50% est obtenu pour une concentrad®iGCV de 750 uM (figure R6b). La
concentration nécessaire pour induire la mortadééla totalité des cellules n'a pas été

déterminée, vu I'importante concentration de 4JC

Il.4. Etude du systeme hsv1-tk/iGCV

Il.4.a. Toxicité des liposomes sur les cellules MBIB-231

Afin de déterminer l'effet des lipoplexes pcDNA-touplés au GCV sur la lignée
cellulaire, il faut avant tout évaluer la toxiciés liposomes seuls sur les cellules. Les cellules
sont ensemencées en plaques 24 puits & raisons@ec8Rules par ci Quarante huit aprés
'ensemencement, les cellules sont mises en présimdifférents volumes de liposomes (de
2 ul a 25 ul). Ces conditions correspondent auxnmek nécessaires pour apporter de 0,2 a 5
png d’ADN. La transfection par les liposomes esétép 72 h plus tard. Un test MTT, réalisé
3 jours apres la derniére transfection, permet @erohiner la viabilité des cellules. Le
volume correspondant a 1 pug d’ADN permet d’'obt&2#6 de survie des cellules a 8 jours
(figure R7). C’est donc le volume maximum qui ststé sur les cellules afin d’étre certain
gue la toxicité observée est bien un effet du systék/GCV et non des liposomes en eux-

mémes.
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Figure R6a : Cytotoxicité du GCV sur les celluleBAMMB-231.

Les cellules sont ensemencées a 3250 cellulempagrcplagque 96 puits. La toxicité du GCV
sur les cellules est évaluée par un test MTT rédigours apres la premiére exposition au
GCV.

Pourcentage de

survie
120

100
80 -
60

40- \

20 -

O T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 70D 800 900 1000

Concentrations en GCV (uM)

|C5C

Figure R6b : Détermination de I'ilg du GCV sur les cellules MDA-MB-231. L'l est
déterminée a partir de la courbe de toxicité du G&iv les cellules MDA-MB-231. Elle

correspond a la concentration de GCV nécessaireipduire 50% de mortalité.
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Figure R7 : Toxicité des liposomes vides sur lélsiles MDA-MB-231.
Les lipoplexes sont utilisés a la concentrationO¢e g d’ADN par pl de liposomes. Les
volumes de liposomes administrés aux cellules eltureu correspondent aux volumes

nécessaires pour apporter respectivement 0,2;;10,2 et 5 ug d’ADN.
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I1.4.b. Effet du systéme hsv1-tk/GCV sur les cefuIMDA-MB-
231

L’effet du systeme tk/GCV sur les cellules MDA-MB2 est évalué en transfectant

les cellules avec des quantités variables de lgp@s pcDNA3.1+ et pcDNA-tk.

Une toxicité dose dépendante est observée pouelkdes transfectées par les deux
types de lipoplexes en absence de GCV. Pour ldglelcontrbles, transfectées par les
lipoplexes pcDNA3.1+ et les cellules traitées, sfantées par les lipoplexes pcDNA-tk, les
mémes profils de croissance sont observés. llexise toxicité dose dépendante des deux
types de lipoplexes, jusqu’a atteindre 40% de rlit#ta 1 pg de lipoplexes (figure R8).

La mise en présence des cellules non transfectesesdifférentes concentrations de
GCV, permet d’obtenir de maniere homogene danddes groupes une kgde 900 puM. La
transfection des cellules par les lipoplexes pcDNA3et pcDNA-tk permet d’obtenir une
diminution de la concentration en GCV nécessaiterab50% de mortalité. Cette diminution
de I'lCso est beaucoup plus importante pour les cellulessteatées par les lipoplexes
pcDNA-tk. En effet, 0,2 ug d’ADN pcDNA3.1+ donneautCso d’environ 600 uM (figure
R9A), alors que la méme quantité d’ADN pcDNA-tk pet d’obtenir une 16 de 250 uM
(figure R9B). Cette tendance se confirme avec @&IADN : I'IC 5o des cellules controles
passe a 500 uM (figure R9a), alors quedil@es cellules traitées est réduite a 100 uM (figure
R9b).
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Figure R8 : Cytotoxicité des lipoplexes pcDNA3.1+#peDNA-tk sur les cellules MDA-MB-
231.

101



Pourcentage de¢

A survie
140+
—Oug
120 —0,2 ug
0,4 pug
100 0,6 ug
—0,8ug
80 —1lug
60
40 \\ \
20 e
a b
O T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations en GCV
Pourcentage de
B survie
140 -
—Opg
120 1 —0,2 g
0,4
100 =
0,6 pg
804 ——0,8 ug
—1
60 \ Ho
L —
40
——
20 4 a b
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentrations en GCV (uM)

Figure R9: Effets des lipoplexes sur les celluUBA-MB-231. Les quantités sont de

lipoplexes sont indiquées en terme de quantité dNARnsfecté (Lg/puits) dans les légendes

situées au dessus des courbes.

A : Effet de lipoplexes pcDNA3.1+ sur les celluledC 5o des cellules non transfectées est de
900 uM (a) et passe a 500 uM pour 0,8 pg d’ADN.
B : Effet de lipoplexes pcDNA-tk sur les celluléslC 5o des cellules non transfectées est de
900 uM (a) et passe a 100 uM pour 0,8 pg d’ADN.
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11.5. Cinétique d’accumulation du 18(F)-FDG et®dUTc-MIBI

Les cinétiques d’accumulation du 18(F)-FDG et ‘QliTc-MIBI sont réalisées en
incubant les cellules avec I'un des 2 traceurs.teeyps d’incubation varient de 30 minutes a

5 heures.

Le profil d’accumulation du 18(F)-FDG pour les cédls MBA-MB-231 montre une
augmentation de la fixation du traceur par la ¢eiien fonction du temps. La croissance est
linéaire jusqu'a 2 heures d’incubation, puis untgda de fixation est atteint, avec un
maximum d’accumulation a 5 heures (figure R10ak tellules MDA-MB-231 ont donc la
capacité d’accumuler le 18(F)-FDG.

Les cellules MDA-MB-231 ont une capacité presquiéertsaccumuler 1€°™Tc-MIBI,
puisque aprés 5 heures d’incubation, seulement 1J8%a radioactivité totale apportée

retrouvée au niveau cellulaire (figure R10b).

11.6. Détermination du statut MDR

Certains auteurs ont montré qu’une faible accurimratle *°*"Tc-MIBI au niveau
tumoral pouvait étre la conséquence de I'expressgogenes de la MDR. Nous avons analysé
I'expression des ARNm des genedrl et mrpl dans les cellules MDA-MB-231. Ces deux
genes sont impliqués dans I'expulsion hors deslleslid’'un certain nombre de composés
comme notamment @™Tc-MIBI. Les cellules A549 et HT29 sont utiliséesmume controles
positifs. Les cellules MDA-MB-231 n’expriment pd&RNm du génemdrl tout comme les
cellules HT29 cl19 A (figure R11). En revanche ®liexpriment TARNm du géenerpl
(figure R12). Les cellules MDA-MB-231 présententndoun profii de MDR de part

I'expression du generpl.
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Figure R10a : Cinétique d’accumulation du 18(F)-F@¥bs les cellules MDA-MB-231.
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Figure R10b : Fixation di’™Tc-MIBI par les cellules MDA-MB-231.
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Figure R11 : Détermination du statut MDR1 des ¢ediMDA-MB-231.

Piste 1 : poids moléculaire 100 pb ; Piste 2 :ubetl HT29 cl19A ; Piste 3 : cellules A549 ;
Piste 4 : cellules MDA-MB-231 ; Piste 5 : contr@esitif de la RT-PCR ; Piste 6 : contrble
négatif ; Piste 7 : poids moléculaire 100 pb.

Figure R12 : Détermination du statut MRP1 des tdliViDA-MB-231.
Piste 1 : poids moléculaire 100 pb ; Piste 2 :ubetl HT29 cl19A ; Piste 3 : cellules A549 ;
Piste 4 : cellules MDA-MB-231 ; Piste 5 : contrdlesitif de la RT-PCR ; Piste 6 : contr6le

négatif ; Piste 7 : poids moléculaire 100 pb.
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l1l. Modeéele animal

l11.1. Evolution des volumes tumoraux et du poiés dnimaux

Apreés injection de 10cellules MDA-MB-231 dans la mamelle (dans un vodude
100 pl de PBS 1X), les rats sont suivis quotidiemeret pour leur prise de poids et pour
I’évolution tumorale. L'injection de cellules perin&obtenir une tumeur palpable dées 4 a 5
jours post injection. L'évolution des volumes tumuax sur 7 semaines est rapportée sur la
figure R13. La présence de tumeur n'a pas d’infb@esur la prise de poids des animaux,
puisque les courbes de poids obtenues sont idestigeelles d’animaux ne présentant pas de
tumeurs (résultats non présentes).

111.2. Etudes anatomopathologiques

Les études macroscopiques et microscopiques desutanont été réalisées aprés 7
semaines de croissance.

Les tumeurs ne présentent pas de forme particudiesont trés vascularisées. Elles
sont difficiles a exciser car bien adhérentes et tmnfiltrantes au niveau des tissus
périphériques. La tumeur présentée sur la figuré &t représentative de la morphologie des
tumeurs obtenues au cours de nos expérimentagomsvolume est d’environ 14 énce qui
est le volume maximal obtenu 7 semaines apre&tiimgn des cellules MDA-MB-231 dans la
mamelle. Au niveau microscopique, des structureact@ristiques de la glande mammaire,
telles que les canaux galactophores sont aussux&ts au niveau de la tumeur (figure R15a),
et les cellules tumorales sont larges et caraéEsigpar un gros noyau irrégulier. De
nombreuses mitoses sont observées et les tumentersent de nombreuses embolies
capillaires (figure R15b). Un des animaux préseeteemboles de cellules tumorales dans les
arteres pulmonaires (figure R16) dans les autreslea arteres pulmonaires sont entourées de

cellules inflammatoires. Aucune métastase pulmenda pu étre mise en évidence.
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Figure R13: Courbe de croissance des cellules NMBA231, injectées dans la mamelle
abdominale des rats.
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Figure R14 : Tumeur extraite chez l'animal, sepina@es apres linjection de cellules
tumorales dans la mamelle.

La tumeur ne présente pas de forme particuliergnetidée de la taille de la tumeur est

donnée grace a la regle présentée au bas de ka phot
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Figure R15a : Coupe histologique de tumeur mammaire

La coupe est réalisée a partir de tumeur prélehée te rat suite a l'injection de cellules
MDA-MB-231 dans la mamelle. La coupe présente 2phologies différentes: A : tissu
tumoral dense, avec canaux galactophores (flecBe)tissu sain avec de nombreux canaux

galactophores (fleche). Grossissement fois 50.

Figure R15b : Coupe histologique de tumeur mammaire
La tumeur présente des cellules avec des noyauxniotux (a), de nombreuses mitoses (b)

et des emboles capillaires (c). Grossissemen®fifis
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Figure R16 : Coupe histologique de poumons prélsuésin animal porteur d’une tumeur.
Les artéres pulmonaires présentent des emboles dlleles tumorales (fleches).
Grossissement fois 100.
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l11.3. Imagerie médicale

Des images ont été obtenues pour les 2 traceury-E8G et’*"Tc-MIBI. Le site
d'implantation de la tumeur a été choisi de manigrpouvoir distinguer la tumeur des
organes périphériques (tel que le coeur). L'accutiomadu 18(F)-FDG est visualisée au
niveau de la tumeur ainsi que dans les autres esgguni fixent classiqguement ce traceur
(coeur, cerveau et vessie). La tumeur est visudész semaines apres l'injection de cellules.
Aucune métastase n’est détectée ni au niveau palin@oni au niveau osseux (figure R17a).
En revanche, les scintigraphies 8liTc-MIBI ne nous donnent aucune image de la tumeur,
gue ce soit 5 minutes ou 75 minutes aprées l'impectu traceur, et quelque soit la taille de la
tumeur (figure R17b). Le modéle tumoral étudié ire flonc pas ou trés péd"Tc-MIBI, ce
qui confirme les résultats préecédemment obtenusudture cellulaire. Les animaux sont
observés pendant 3 semaines avec un examen helalmnad 18(F)-FDG, ce qui nous
permet de suivre I'évolution de la tumeur (figurd8R qui en relation avec les données

morphologiques.

110



£

Figure R17 : Comparaison de I'accumulation de deaceurs, le 18(F)-FDG (a) et &"Tc-
MIBI (b) au niveau de la tumeur. Les deux images ggnérées a partir du méme animal, a
cing jours d'intervalle. Le modéle fixe le 18(F)-BDau niveau de la tumeur (fleche a), alors

que 1€%°™Tc-MIBI ne s’accumule pas dans la tumeur (fléche b)

T % 4

Figure R18 : Evolution de I'accumulation du 18(F)& pour le méme animal en fonction du
temps.
L’accumulation est exprimée en pourcentage dedmaativité totale, soit 2% a J25 (a), 9% a

J32 (b) et 16% a J45 (c), aprés l'injection dekited MDA-MB-231 dans la mamelle.
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IV. Efficacité des protocoles thérapeutiques

IV.1. Systéme hsv1-tk/GCV

L’étude réalisée, porte sur I'administration parievontraveineuse de lipoplexes
pcDNA-tk, suivi d’injections intra péritonéales GCV. Ces animaux constituent le groupe
dit « traité », et est réalisé en parallele desuges dits « témoins » et « contrbles ». Les
traitements débutent une semaine aprés linjecties cellules MDA-MB-231 dans la
mamelle des rats. L'expérimentation prévue sustsemaines n’a pu étre réalisée que sur une
période de quinze jours, les animaux ayant malédks injections de lipoplexes. En effet,
apres la deuxieme semaine de traitement, sur 20aami traités par injections de lipoplexes,
seuls 6 animaux ont survécu. Il existe, au seiohdgue groupe une tres grande hétérogénéité
au niveau des volumes tumoraux, et chacun d’entxepeésente au moins un animal pour
lequel la tumeur est restée a un état latent @gUR19 et R20). Pour les groupes témoins,
lipoplexes pcDNA3.1+ et lipoplexes pcDNA3.1+ suidd GCV, un déces a été constaté apres
la premiére semaine de traitement. Ces décés samftaljement dus a la présence
d’endotoxines bactériennes dans les préparati@sndliques. La comparaison des volumes
tumoraux des différents groupes met en évidencehate&ogénéité des volumes avant méme
le début du traitement. Aprés une semaine d'irpestirépétées, les animaux traités par les
lipoplexes pcDNA-tk suivi de GCV sont les seulsrasgnter une régression de leur volume
tumoral d’environ 10% par rapport au début du eraient (figure R21). Les autres groupes
traités par injections de lipoplexes présententjuginent un ralentissement de la croissance
tumorale. Apres la seconde semaine de traitemsntumeurs du groupe lipoplexes pcDNA-
tk/GCV présentent une reprise de la croissance ralmopour atteindre des valeurs voisines
de celles obtenues pour le groupe lipoplexes pcityAle I'ordre de 65% d’inhibition de
croissance par rapport aux animaux n’ayant recuraumjection (animaux témoins) (figure
R22). Les animaux traités par lipoplexes pcDNAZ1L#poplexes pcDNA3.1+ suivi de GCV
présentent un ralentissement de leur croissancerélend’environ 50% par rapport aux
animaux témoins. Les tests statistigues réalisémegitent de mettre en évidence une

différence significative entre le groupe hsv1-tkNG€l le groupe témoin.
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Figure R19 : Evolution des volumes tumoraux powrgele animal : les animaux témoins (A),
n'ayant recu aucune injection, et les animaux &besr liposomes (B), ayant recu des
injections intraveineuses de liposomes vides. bgciions débutent en semaine 1 apres la
greffe.
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Figure R20 : Evolution des volumes tumoraux posrdéférents groupes constituant I'étude
hsv1-tk/GCV : avec les groupes controles GCV (Antdles lipoplexes pcDNA3.1+ (B),
controles lipoplexes pcDNA3.1+ suivi de GCV (C)nhtdles lipoplexes pcDNA-tk (D) et
traités lipoplexes pcDNA-tk suivi de GCV (E). Leslnainistrations de lipoplexes sont

réalisées par injections intraveineuses et les m@dtrations de GCV par injections intra

péritonéales.
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Figure R21 : Comparaison de I'évolution des volutuesoraux au cours des deux semaines
de traitements pour I'étude hsvl-tk. Les volumeanaunjection sont pris comme valeurs

références. Le début des traitements est symhiudiska fleche.
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Figure R22 : Comparaison de I'évolution des volumasoraux pour les différents groupes
composant I'étude hsvl-tk/GCV.

* . les volumes tumoraux du groupe lipoplexes pcDNGCV sont statistiquement inférieurs
aux volumes tumoraux du groupe témoin, 1 semain@ semaines apres le début du

traitement, p = 0,05.
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IV.2. Endostatine

L’étude endostatine est réalisée dans les mémeltioms et méme temps que I'étude
hsv1l-tk/GCV. Dans les 24 h suivant la premiere ctigm de lipoplexes pSecTag2C
(constituant le groupe contréle), 3 animaux suoft snorts. Tout comme pour I'étude hsv1-
tk/GCV ces déceés précoces peuvent étre attribugé prdsence d’endotoxines bactériennes
dans les préparations plasmidiques. L'utilisati@nog groupe en tant que groupe contréle
n'est donc plus possible, du fait du faible hom@i@nimaux le constituant. Ce groupe est
remplacé par les animaux ayant recu les injectdmd$ipoplexes pcDNA3.1+. Sur les cing
animaux du groupe lipoplexes pSecEndostatine, umanest mort aprés une semaine
d’injection, trois présentent des tumeurs restéd®tat basal et un avec une tumeur de
croissance normale (figure R23D). L'état basal tleis tumeurs n’est pas obligatoirement
attribuable a 'effet de I'endostatine, car chagueupe contrdle présente au moins un animal
pour lequel la tumeur est restée a I'état basadpiré R23). Le suivi de I'évolution des
volumes tumoraux montre une croissance ralentietwlagurs chez les animaux traités par
lipoplexes pSecEndostatine (figure R24). Lorsq@evi@umes tumoraux sont comparés entre
eux, le ralentissement de la croissance des tunaitées par I'endostatine se confirme, avec
une inhibition de la croissance de I'ordre de 65 rapport aux animaux n’ayant regu aucun
traitement. Cependant les volumes tumoraux desoaisdles sont aussi inférieurs d’environ
50% par rapport aux animaux témoins (figure R25m@e pour I'étude hsvl-tk/GCV,
I'hétérogénéité des volumes au sein de chaque groeppermet pas de déterminer si les

différences obtenues sont significatives ou non.
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Figure R23: Evolution des volumes tumoraux powsr a@imaux traités par des injections
intraveineuses de lipoplexes pSecEndostatine. Aimaux témoins n'ayant recu aucune
injection, B : animaux controles liposomes ayanguredes injections intraveineuses de
liposomes vides, C : animaux contréles ayant rexguidjections intraveineuses de lipoplexes
pcDNA3.1+, D: animaux traités ayant recu des tnp@s intraveineuses de lipoplexes
pSecEndostatine. Les injections débutent en semapost greffe.
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Figure R24 : Comparaison de I'évolution des volumesoraux au cours des deux semaines
de traitements pour I'étude endostatine. Les voliawant injection sont pris comme valeurs

références. Le début des traitements est symlqmdiska fléche.
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Figure R25 : Comparaison de I'évolution des volumasoraux pour les différents groupes
composant I'étude endostatine.
*: les volumes tumoraux du groupe lipoplexes pSelciStatine sont statistiguement

inférieurs aux volumes tumoraux du groupe témars0,05.
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Quatrieme partie
DISCUSSION
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|. But de I'étude — Rappel des résultats

Le cancer du sein est la premiere cause de mértadit tumeur maligne chez les
femmes dans les pays occidentaux. En 2000, 11 68&sdont été recensés en France et
46 845 nouveaux cas dépistés. Les thérapeutiques/ertionnelles (radiothérapie,
chimiothérapie et hormonothérapie) ont gagné dnagité ces dernieres années. Cependant,
méme si les réponses aux traitements sont relaginebonnes pour des cancers dépistés et
traités tres tot, le pronostic reste mauvais pegrahncers de stade avancé. Les avanceées de la
biologie moléculaire et une meilleure connaissate® génes, ont permis la mise au point de
nouvelles stratégies thérapeutiques comme notamiaetthérapie génique. Le transfert
d’acides nucléiques permet a I'heure actuelle @oivtdes résultats intéressants chez I'animal
pour un certain nombre de maladies, mais I'appbtoati’'une telle technique a I'homme n’a
pour l'instant pas encore été concluante. Cepentiattiérapie génique a encore beaucoup a
apporter et notamment dans la mise en place deetles\stratégies anticancéreuses. C’est
pour ces raisons que nous avons comparé au comasdeavaux, deux stratégies de thérapie
génique anticancéreuses, afin de déterminer lessilple utilité dans le cadre de nouvelles
thérapeutiques appliguées au cancer du sein. Ldeboette étude était donc dans un premier
temps, d’évaluer I'efficacitén vitro du systeme lipoplexes hsvl-tk associé au GCV Bsar u
lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome mamm@tBA-MB-231). La seconde étape
de ces travaux était d’évaluer l'efficacité de cé€&nme systéme sur un modéle animal
d’adénocarcinome mammaire humain mis au point parsoins. Dans un méme temps, le
systeme lipoplexe endostatine a lui aussi été évabwr son efficacitén vivo sur ce méme

modele animal, afin de pouvoir déterminer laquedleces deux stratégies est la plus efficace.

Au cours de notre étude sur les cellules MDA-MB-2f@lsysteme hsv1-tk vectorisé
par les lipoplexes s’est montré d’'une efficacit@tree. La concentration de GCV nécessaire
pour induire 50% de mortalité cellulaire est de 9@ pour les cellules non transfectées, et
elle passe a 100 uM pour les cellules transfeqées,8 g de lipoplexes pcDNA-tk. Le
gene hsvl-tk que nous avons au préalable clonaast fonctionnel et le systeme de

vectorisation choisi permet une expression du gemeerét. Cependant I'l§; des cellules
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transfectées est élevée, il semble donc que lédeeMDA-MB-231 soient insensibles au
systéme hsvl1-tk.

Les étudesin vivo ont été realisées sur un modele animal d’adénocane
mammaire humain, mis au point par nos soins. Lislee MDA-MB-231 sont injectées dans
la mamelle de rats femelles, immunodéprimés paciigns de cyclosporine A (CysA). Les
études anatomopathologiques ainsi que les examiemsgeérie médicale (18(F)-FDG CDET
et “™Tc-MIBI), confirment le caractére malin de la tumeBur un tel modeéle, les injections
intraveineuses répétées de lipoplexes pcDNA-tkissiid’injections intra péritonéales de
GCV, ont donné des résultats assez surprenantgesApmpremiere semaine de traitement, ce
groupe (pcDNA-tk suivi de GCV) est le seul a préserune régression des volumes
tumoraux, alors que dans les autres groupes seuhlentissement de la croissance est
observé. Apres la deuxieme semaine nous avons v@bsere reprise de la croissance
tumorale, avec des volumes restant inférieurs @& 65ceux du groupe témoin. Cependant

cette méme diminution est obtenue pour certaingo®ges dits « controles ».

Le traitement par les lipoplexes pSecEndostatinenge un ralentissement de la
croissance tumorale de I'ordre de 65% par rappottamimaux n’ayant recu aucune injection,
mais aucune régression compléte de la tumeur g'alitervée. De plus une régression des

volumes tumoraux a aussi été observée pour lesaamiracontréles ».

Apres deux semaines de traitements, les deux sgsté&tudiés présentent donc la
méme efficacité thérapeutique en terme de ralamisat de la croissance tumorale,
ralentissement évalué par le suivi des volumes tamo Cependant ces effets sur la
croissance tumorale ne sont probablement pas rotale imputables aux génes utilisés
puisque certains groupes utilisés comme contr@es dette etude préliminaire présentent des

volumes tumoraux beaucoup moins importants que lesuanimaux témoins.

Les résultats obtenus ne sont pas complets, pulsgyeerimentation prévue sur trois
semaines n'a pu étre réalisée que pendant 15 phwrfait d’'un grand nombre de déces
survenus au terme de la seconde semaine de traiteM®us discuterons dans un premier
temps des méthodes d’évaluation de l'efficacitécantéreuse des stratégies utilisées, puis

des résultats obtenus sur le modele de cancerilalsssi.

123



ll. Systeme de vectorisation

La thérapie génique requiert, pour son bon fonaioment, I'utilisation de vecteurs
capables d’acheminer les acides nucléiques versclble. Cette étape de vectorisation est
bien souvent une étape limitante de la thérapieqgén Pour pouvoir étre utilisé en toute
sérénité, un vecteur doit étre efficace, de patagmcité de transfection, la charge génique
qu'’il peut supporter et la spécificité dont il peaire preuve. Mais un vecteur doit aussi
pouvoir étre utilisé en toute sécurité : il ne dpés induire de réaction immunitaire, ou

déclencher une nouvelle pathologie.

Les vecteurs de la thérapie génique peuvent &ssé&t en deux grandes catégories :
les vecteurs viraux et les vecteurs non virauxs Taegement utilisés jusqu’a maintenant les
vecteurs viraux présentent un grand nombre d’agastalLes adénovirus présentent la plus
grande capacité de transfert de géne puisquerdeviial de ces vecteurs peut atteindré®10
CFU/ml. De plus ils sont capables d'effectuer uansfert de gene dans des cellules
quiescentes. Malheureusement, ils présentent ams$ort pouvoir immunogénique et les
avancées réalisées pour diminuer le déclenchengenesl réponses immunogéniques induit
une baisse de la capacité de transfert des adé@sdiréf). Le second systeme viral le plus
utilisé est celui utilisant les rétrovirus. Beaupouoins immunogéniques que les adénovirus,
ils ont cependant une capacité de transfert piiéef£1G> CFU/ml). s ne sont capables de
transférer 'ADN qu'a des cellules en division &nhgertion de l'acide nucléique dans la
cellule hote se fait de maniere aléatoire, pousaiitactiver un pro-oncogéne soit inactiver un
anti-oncogene (Robbins and Ghivizzani, 1998). Hatelfes résultats obtenus par Fischer et
sont équipe, démontre le danger de l'utilisatios drovirus en clinique humaine. Il ne faut
pourtant pas dénigrer les vecteurs viraux qui @rmis de grandes avancées en thérapie
génique, mais leur utilisation systématique en iglia humaine nécessite de nettes
améliorations. La mise au point de techniques noales a permis d’élargir le champ des
recherches, et d’envisager des méethodes de trabsfucoup plus sdres pour ’lhomme. Mais
I'efficacité de la plupart de ces techniques esbeatres limitée. L'introduction d’ADN nin
vivo donne trés peu de résultats puisque dés son ionjedtADN est dégradé par les

nucléases endogénes (Ogris and Wagner, 2002). édwmitjues d’électrotransfert qui
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montrent de bons résultats en culture cellulairg gocore a I'état d’expérimentation en ce
qgui concerne les animaux. De plus cette technigeiegarantit pas le ciblage d’'un type
cellulaire particulier. L'apparition des liposomesmme vecteurs de la thérapie génique
semble étre une grande avancée dans I'administrdtazides nucléiqueas vivo. En effet, les
liposomes possedent un certain nombre de caraajédas qui en font de bons candidats pour
la vectorisation d’ADN. Les liposomes sont réparés trois catégories: liposomes
cationiques, liposomes anioniques et liposomesregutes différences de charges sont dues
aux différents lipides entrant dans la constitutil@s liposomes. Du fait de ces variations au
niveau des charges, les liposomes ont des utdifé&rentes. Les liposomes cationiques ont
notamment une grande affinité pour les celluleotriales (McLearet al., 1997, Thurston

et al., 1998), et une variation du ratio entre les ddfés lipides, ainsi que la modification de
la proportion ADN/lipides permet un ciblage préférel des cellules endothéliales des néo-
vaisseaux tumoraux (Krasniei al., 2003). Un ciblage des cellules tumorales estiplessen
utilisant des anticorps ou des fragments d’antie@pécifiques des marqueurs des cellules

tumorales.

Dans les liposomes cationiques, ’ADN, chargé nggatent, est encapsulé dans une
capsule lipidique chargée positivement, ce quirtdgge de la dégradation par les nucléases
endogenes, et permet une expression du transgesalptable. De plus, les lipides entrant
dans la composition des liposomes sont trés pewimgeniques et n'induisent pas ou peu de
toxicité in vivo. Enfin, les liposomes sont capables de transtérergrande quantité d’ADN.
Cependant, malgré tous ces avantages, les liposoai@siques ne sont pas sans effets
négatifs. Bien qu’ils ne présentent en eux-mémesuraueffet toxique, I'association
liposomes/ADN (lipoplexes) induit une réaction arfimatoire avec la production de
cytokines. Cette réaction inflammatoire est dueaaptésence de séquences CpG non
méthylées sur les acides nucléiques plasmidiquesniest pas observée pour I'ADN nu car
ce dernier est dégradé quasi immédiatement apreadsuinistration. L'effet antitumoral de
cette production de cytokines est loin d'étre rgggble, car elle a un grand intérét dans la

mise au point de protocoles d'immunothérapie (Keeg., 1999).

Il existe une autre catégories de liposomes : ipessbmes polycationiques ou
polyplexes. Le plus utilisé est le liposome poly&himine (PEI), qui est un polymere
synthétique, permettant la transfection d’ADMNvitro etin vivo (Ogris and Wagner, 2002).
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Les PEI sont souvent complexés a des polyméreoplyilies tel que le poly éthylene glycol
(PEG), dans le but d’éliminer les interactions spgcifiques entre les PEI et les composants
sanguins (Kursaet al., 2003). L'utilisation des PEI, permet d’augmentefficacité de
transfection a la foign vitro etin vivo de 2 a 28 fois. De plus, I'administration conjeirte
PEI et de lipoplexes permet une augmentation diéckeité de transfert et une diminution de
I'effet toxique (Leeet al., 2003).

Dans notre étude, nous voulions cibler 'angioger&d’aide de I'endostatine. Cette
derniere agissant directement sur les cellules tbgtiales des néo vaisseaux sanguins
tumoraux, les liposomes cationiques décrits parsiich nous ont semblé étre les plus
appropriés dans notre étude. Afin de pouvoir commplas résultats obtenus par le traitement
endostatine, le gene de I'hsvl-tk a lui aussi ét€torisé par les mémes liposomes
cationiques. Le choix de ce systeme de vectorisai@st montré intéressant, car alors que le
systéme hsvl-tk a démontré une faible efficacité@tro, une diminution de 65% des volumes
tumoraux a été observée chez les animaux traig@snéme taux d’inhibition tumorale a été
obtenu pour I'endostatine. Cependant, faible toléeades animaux aux injections répétées de
lipoplexes nécessite des améliorations soit du ewectui-méme, soit des meéthodes

d’administration.
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l1l. Méthodes d’évaluation de I'activité anticanease

Au cours de cette étude, nous avons évalué I'effieathérapeutique de deux
stratégies anticancéreuses différentes : une giegp@r gene suicide avec la thymidine kinase
du virus de I'herpés, et une stratégie anti-angiagée avec I'endostatine. Cette évaluation
est réalisée a la fois vitro etin vivo pour le systéme hsv1-tk/GCV et uniquemintivo
pour l'endostatine. Les études vitro et in vivo ont été réalisées sur un modéle
d’adénocarcinome mammaire humain constitué parcédisiles MDA-MB-231 en culture
cellulaire et greffées en site orthotopique chezakeimmunodéprimé par des injections

quotidiennes de cyclosporine A (CysA).

[11.1. Modéle animal

L'utilisation de lignées cellulaires est un prempas vers I'évaluation de I'efficacité
thérapeutique de nouvelles molécules. Cette étsppaéeessaire pour déterminer le spectre
d’action et la toxicité du produit utilisé. Un trgeand nombre d’études ont été menées sur des
lignées cellulaires d’origine animale et la fortenfologie entre les murins et les hommes
permet de pouvoir extrapoler les résultats obteshez I'animal a 'homme. Nous avons
cependant opté pour une lignée cellulaire d’adéotame mammaire humaine : les cellules
MDA-MB-231. Ces cellules sont trés largement désrians la littérature et ont été utilisées
dans un grand nombre d’essais aussi meftro quein vivo (Bandyopadhyawyt al., 1999, El
Abdaimi et al., 2000, Hardmaret al., 2001, Hirageet al., 2001, Wuet al., 2001 , Yonedat
al., 2000). Ces cellules présentent, quand elles spjgctées chez l'animal, les
caractéristiques d’une tumeur de faible pronostiteeme de survie. La tumeur obtenue est de
grade Il faiblement différenciée et présente urpendance aux hormones (Caillegal .,
1974). Ces cellules ont été isolées chez une pattemitée par de nombreuses molécules de
chimiothérapie (adriamycine, 5-FU), leur chimioséance est donc suspectée (DeFaitt.,
2002). Cependant, méme si les étudmsvitro sont nécessaires, elles ne sont pas
représentatives du comportement réel des cellalesaceuses dans I'organisme et ne refletent
pas les différentes interactions qui peuvent imeiv au niveau de l'activation ou de

I'inactivation de la molécule testée au sein d’'ugamisme vivant. C’est pour cette raison que
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de nombreux modeéles animaux de cancer du sein@Egeloppés ces derniéres années. lls
peuvent étre arbitrairement classés en deux caésgdes tumeurs induites par des méthodes
virales, chimiques ou génétiques et les tumeursites! par injections de cellules chez des

animaux immunodeéficients (animaux « nude »).

Depuis les années 50, de gros efforts ont étésésalpour décrire et classifier les
différents types de cancers du sein et les mécasismpliqgués dans leur développement. La
mise au point d’'un modéle de souris infectée pafiries de tumeur mammaire de la souris
(« Mouse mammary tumor virus », MMTV), a permis elles avancées en terme de
compréhension du rble des mutations et de I'aétimades oncogenes dans le développement
de la tumeur. Cependant, peu d’homologues des ganéss chez la souris sont retrouvés
mutés chez 'homme (Gustersetral., 1999).

L'utilisation de carcinogenes chimiques induit deseurs chez le rat avec une forte
incidence de mutations notamment celles des g@segui sont trés rares dans les cancers du
sein humains. Ce type de modeéle n’est donc passeptatif de la réalité de la maladie chez
I’'homme (Gould, 1995).

Avec les avancées en matiere de génétique, deslesatlanimaux transgéniques ont
été mis au point (Hutchinson and Muller, 2000).tBls modéles sont tres intéressants pour
étudier l'efficacité d’'un systéeme ciblant spécifgpent une mutation génétique. Mais ces

modeles ne sont pas utiles pour I'étude d’autredésiies thérapeutiques.

A T'heure actuelle, le modele qui nous semble lespleprésentatif de la clinique
humaine est la greffe de cellules humaines chemnttal. Le modeéle le plus répandu est celui
utilisant des animaux immunodéficients tel queslesris « nude ». Cette méthode permet une
croissance tumorale chez I'animal, sans problemejéé Mais ces animaux ne sont pas sans
inconveénient, du fait de leur codt élevé et de Hitficulté d’utilisation : faible espérance de
vie et conditions de maintien trés contraignani2s.plus cette immunosuppression totale
n'est pas représentative de la biologie du canlbez thomme, puisque I'immunité joue un
réle tres important dans le développement tumdrebac dans la mise au point de stratégies

thérapeutiques.

De nombreuses études ont été réalisées, afin dedméhouveaux modeles d’animaux

immunocompétents portant des tumeurs humaines9E3, Bteel et son équipe ont décrit des
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techniques d'immunosuppression par thyméctomiadiations complétes de I'organisme et
reconstitution de la moelle osseuse. Ces technigue®nt permis de greffer avec succées des
cellules tumorales humaines. La prise des tumdars aigmentée si les animaux étaient au
préalables traités par un puissant immunosuppresdeucyclophosphamide (Steel al.,
1978). En combinant deux immunosuppresseurs, léomyosphamide et la CysA, a une
irradiation lymphoide totale, Hoogenhout a obteme prise de 100% d’ostéosarcome de
souris chez des rats Wistar. Cependant, cette étidld a pas permis d’obtenir d’auusi bons
résultats en greffant des sections d’adénocarcindeneolon humain (Hoogenhoet al.,
1983). Enfin, Goodman et son équipe ont utilisé GgsA comme moyen unique
d'immunosuppression. lls ont greffé avec succes sesions solides de tumeur issue de
mélanome humain, chez des rats Lewis, mais n’‘antr@assi a greffer des cellules humaines
(Goodmaret al., 1987).

Aux vues de ces études, nous avons donc choisiigtutla CysA comme agent
unique d'immunosuppression. Des rats femelles dérgsemaines ont recu une injection de
cellules MDA-MB-231 en suspension dans la mamdigoainale gauche. Les injections de
CysA sont réalisées de manieres quotidiennes. Is& @alministée est de 35 mg/kg. Les
études anatomopathologiques macroscopiques et soapmues ont montré des tumeurs
invasives et bien vascularisées, avec parfois uomerication des structures normales et
tumorales. Cependant aucune métastase pulmonareunétre mise en évidence dans ce
modele. Le lieu d’injection des cellules tumoradesne influence sur le développement de la
tumeur chez I'animal. Il a été démontré que I'éviolu des tumeurs dépend de I'organe hote,
et que les tumeurs se développent plus rapidemaahdgles cellules sont injectées
directement dans la mamelle (Miller, 1981, MillexdaVicinerney, 1988, Milleet al., 1981,
Price, 1996, Pricet al., 1990, Price and Zhang, 1990). Les cellules MDA-RE. semblent
avoir un faible pouvoir métastatique lorsqu’ellestsinjectées de maniere orthotopique (Price
et al., 1990), alors gu'injectées de maniére intracaubaglles donnent des métastases
osseuses (El Abdainat al., 2000, Hirageet al., 2001). Dans notre modéle, la présence de
foyers inflammatoires autour des arteres pulmomaimous a laissé penser que
immunosuppression n’était pas suffisante, et tpgecellules qui migraient au niveau des
poumons étaient automatiquement éradiquées passtense immunitaire. Nous avons donc
tenté d'augmenter la dose de CysA (55mg/kg) potnibar un peu plus la réponse

immunitaire. Une telle dose d'immunosuppresseuwralait a la mort des animaux en 5 jours.
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Un autre moyen pour augmenter le pouvoir métastatide la lignée est l'injection des

cellules au niveau d'un site plus vascularisé, cenpar exemple les mamelles thoraciques
(Meschteret al., 1992), ce que nous n'avons pas réalisé. Cependeoe et son équipe ont

montré que les cellules MDA-MB-231 ont aussi uibli@ipouvoir métastatique chez la souris
«nude » (Price and Zhang, 1990). L'utilisation rdéuautre lignée cellulaire comme par
exemple les cellules MDA-MB-435 présentant les m&maractéristiques que les cellules
MDA-MB-231, et ayant un fort potentiel métastatiqgieez la souris « nude », pourrait peut
étre améliorer ce modele en nous rapprochant encopeu plus de la réalité clinique de la

maladie.

Il faut toute fois noter, que les modéles animaagés sur le principe de greffe de
section tumorale ou d’injection de cellules canuoses ne reflétent pas la réalité de
'angiogenese tumorale. En effet, les mécanismegggéniques mis en place lors de greffe

différent de ceux impliqués lors de I'apparitiomtdimeurs spontannées.

l11.2. Techniques d’'imageries médicales

Les techniques modernes de médecine nucléaire ftenh& I'heure actuelle de
diagnostiquer des tumeurs non décelables par d@utnoyens et/ou de confirmer un
diagnostic obtenu par d’autres techniques d'imagddeux traceurs ont été utilisés lors de
cette étude : le 18(F)-FDG et Tc-MIBI.

l1l.2.a. 18(F)-FDG

Le 18(F)-FDG est un analogue du glucose. Il esisfamé en 18-FDG-6-phosphate
par les kinases cellulaires. Il ne peut alors plns métabolisé et s’Taccumule dans les cellules.
Ce phénoméne est observé pour les cellules desawrgaforte activité métabolique tel que le
coeur ou le cerveau (Soehal., 1980). A cette fixation physiologique s’ajoutadcumulation
de FDG au niveau des cellules tumorales. A ce oivieafixation de FDG est en corrélation
avec l'activité métabolique de la tumeur, et par feé avec son caractére agressif.
L'utilisation du 18(F)-FDG est de plus en plus néghae dans les diagnostics de cancérologie,
car toute modification métabolique est observéa hient les modifications morphologiques
qui s’en suivent (Amanet al., 1998, Gambhir, 2002, Price, 2001). Ce n’est @mirpas ce
qui a pu étre mis en évidence dans notre modéleffehles tumeurs palpables 4 a 5 jours
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aprés l'injection ne sont détectables au FDG qb'aut de trois semaines. Cela vient du fait
qgue la caméra utilisée est dédiée aux hommes epasraux animaux, et que sa limite de
détection est de I'ordre de 8 mm. Ainsi les tumedestaille inférieure sont difficilement
décelables. Ces problemes pourraient étre éradejuésilisant un systeme de « MicroPet »,
dédié uniguement aux petits animaux et ayant uoe giande résolution en décelant des
lésions de 2 mm de diametre (Chatziioanebw@l., 1999, Oyameet al., 2002). La faible
fixation de FDG par notre modele tumoral, comparéd’autres modeles animaux
(ostéosarcome, mélanome) étudiés par notre equapeet de le définir comme peu agressif.
En effet, les animaux porteurs d’'ostéosarcome omélanome présentent un taux de fixation
du FDG beaucoup plus élevé que pour notre modéleadeer du sein. Cette forte activité
métabolique est corrélée a une faible survie desaux porteurs de ces tumeurs, alors que
notre modele, suivi pendant 7 semaines n'a passamuze de déces liés au développement et

au caractéere agressif de la tumeur.

L'utilisation du FDG voit surtout son utilité dane suivi de I'évolution des
pathologies malignes vivo. Nous avons pu suivre I'évolution des tumeurstiiis semaines
a l'aide d’examens hebdomadaires, sans avoir besosacrifier les animaux. L'examen au
FDG permet de confirmer qu’il s’agit bien d’'une temm et non pas d'une réaction
inflammatoire. En effet 5 heures apres I'injectéhntraceur, le taux de fixation du FDG par la
zone inflammatoire est négligeable par rapport a fikation tumorale (Monteil,

communication personnelle).

En clinigue humaine, les images sont générées rk lagués I'injection de FDG, par le
passage sous la caméra gamma. Il s’est avéringiteo le taux d’accumulation est beaucoup
important a 4 heures qu’'a une 1 heure. Cependarest pas nécessaire de prolonger cette
phase de diffusion du FDG dans l'organisme, puisgoge 4 et 5 heures un plateau
d’accumulation apparait. Pour ces raisons, nousrgés nos images 4 heures apres

I'injection de traceur.

11.2.b. *°™Tc-MIBI

BN

Le *™c-MIBI est, a l'origine, un traceur utilisé commagent de perfusion
myocardiaque. A I'heure actuelle, " Tc-MIBI est utilisé comme traceur de scintigraphie

pour un certain nombre de tumeurs comme les glipfasesumeurs osseuses, les cancers du

131



poumon, de la thyroide et du sein (Caeteal., 1991, Pratst al., 1999). Le**™Tc-MIBI est

un radiotraceur lipophile et cationique, et sonuatglation se situe principalement au niveau
mitochondrial. Elle est due au potentiel électriggénéré au travers des membranes
mitochondriales. Les tumeurs maintiennent un pakbhtansmembranaire trés négatif d’ou

une accumulation du traceur dans ces cellules.

L'utilisation du **™Tc-MIBI dans notre modéle animal, ne nous a pamjsed’obtenir
d’accumulation de traceur au niveau de la tumeue)qye soit le délai entre l'injection et le
passage sous la caméra, et quelque soit la tailla thmeur. Ces résultats ont été confirmés
in vitro, puisque contrairement au FDG, les cellules MDA-RIL, n’accumulent que trés
peu 1e**"Tc-MIBI. Le ™ c-MIBI est 'un des substrats de la protéine Pagpsi que de la
protéine MRP1 toutes deux impliquées dans les niso&s de MDR. Nous avons donc
recherché la présence de ces deux génes dandigrodée cellulaire, afin de justifier I'absence
d’accumulation du MIBI. Les cellules MDA-MB-231 Xpriment pas la P-gp, mais en
revanche expriment le gémepl. Ceci est en rapport avec les travaux de Moretintnant
que I'expression de I'une ou l'autre des deux pne est suffisante pour obtenir une absence

d’accumulation d§°™Tc-MIBI dans les cellules tumorales (Moretial., 1998).

L'absence de fixation deP™Tc-MIBI est donc probablement un signe de résistanc
la chimiothérapie et l'utilisation de ce traceur tant que prédicateur de réponse aux
médicaments pourrait faciliter le traitement dea@ees patientes. De plus, la réalisation d’un
examen au FDG suivi d’'un examen &ITc-MIBI et la superposition des deux images
obtenues permettrait de déterminer la présence éastases chimiorésistantes et ainsi

d’adapter le protocole thérapeutique.

Nous avons donc mis au point au cours de la prenpartie de notre travail, un
modele animal d’adénocarcinome mammaire humairmQaele, proche de la réalité clinique
(malgré I'absence de métastases pulmonaires) npasias dans un second temps, d’étudier
I'efficacité thérapeutique de deux stratégies amtbéreuses vectorisées par les liposomes
cationiques : l'utilisation du géne anti-angiogéreqde I'endostatine, et ['utilisation du

systeme de gene suicide hsvl-tk.
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IV. Efficacité des stratégies anticancéreuses

Nos travaux portaient sur I'étude de l'efficacitéétapeutique de deux stratégies
anticancéreuses : une stratégie antiangiogénigee lavgéne de I'endostatine et une stratégie
par transfert de géne de sensibilitéavec le geung-ths Cette étude a été réalisée en deux
temps :in vitro, par I'étude du systeme hsvl-tk sur une lignéeéhacarcinome mammaire
humain, etin vivo pour les deux genes décrits. Les étuiaiesivo ont été réalisées sur le

modéle animal que nos avons mis au point.

Ces étudesn vitro etin vivo avaient pour but de I'efficacité anticancéreusg dieux

présentes, hsvl-tk et endostatine, et évalueukdiié dans le cadre du cancer du sein.

IVV.1. Etudean vitro

Les étudesn vitro ont été menées a l'aide du systéme hsv1-tk/GC\Wtiisant les

liposomes cationiques comme systeme de vectonisatio

Le systéeme tk/GCV a largement été utilisévitro, avec pour principal vecteur les
rétrovirus (Elshamet al., 1996, Ezzeddinet al., 1991, Hasegawet al., 1993, Kasicet al.,
1986). Nous méme avons tenté au début de notre,étldiliser le systeme rétroviral pour
transfecter nos cellules. Malheureusement, leowiétrs utilisés ne nous ont pas permis
d’obtenir des titres viraux suffisants pour réalises transfections. Les rétrovirus sont connus
pour avoir une capacité de transfert plus faible dlautre systéme. lls ne sont capables de
transférer 'ADN qu'a des cellules en division &nhgertion de l'acide nucléique dans la
cellule héte se fait de maniere aléatoire, pousgaittactiver un proto-oncogene soit inactiver
un anti-oncogene (Rochlitz, 2000). La mise au pdiattechniques non virales a permis
d’élargir le champ des recherches, et d’envisagsr méthodes de transfert beaucoup plus
slres. Une de ces stratégies non virale est $atibn de liposomes cationiques comme
vecteurs de la thérapie génique. Les résultatsnabtian vitro avec le systéme hsvl-tk/GCV
sont tres variables et sont fonctions du type (il étudié (Liet al., 1999). En effet, il
existe une grande différence de sensibilité delulesl au systeme tk/GCV (Sturét al.,

1997), et plus particulierement au GCV (DeFattal., 2002). Nous avons donc chercher si le
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systéme hsv1-tk/GCV était capable d’'induire unehition de la croissance des cellules
MDA-MB-231 in vitro. Dans notre étude, les cellules MDA-MB-231 présenhtine 1G, de
I'ordre de 900 uM. Leur transfection transitoirea Pe8 ug de lipoplexes pcDNA-tk entraine
une diminution de I'lGo qui passe de 900 uM a 100 pM. Ceci démontre letifmmalité du
géne que nous avons cloné. Cependant la concentddi GCV nécessaire pour obtenir 50%
de mortalité reste élevée. D’apres la classificatonnée par Sturtz al, les cellules MDA-
MB-231, sont insensibles au systeme tk/GCV (Stettal., 1997). De Fatta a obtenu des
résultats similaires en terme de sensibilité caital] mais pour lui il s’agit de variations de
sensibilité au GCV et non pas au systeme dans ssentle. Il émet I'hypothése d'une
implication d’'une protéine de la MDR dans cettastésice (DeFattat al., 2002). En effet,
les protéines MRP4 et MRP5 ont pour substratsueténsides et leurs analogues sous forme
monophosphates (Leonessa and Clarke, 2003). Le G&M|ogue nucléosidique, est
monophosphaté par la thymidine kinase de I'hsvientre alors dans la catégorie de substrats
des deux protéines. La faible efficacité du systémse -tk peut aussi s’expliquer par le choix
du systeme de vectorisation. En effet, les liposoroa&tioniques utilisés ont une grande
affinité pour les cellules endothéliales, et lasfactionin vitro de cellules cancéreuses par ce

sytéme n’est peut étre pas optimale.

La diminution de I'lGy observée apres transfection dans notre étudet pas
seulement due a I'action du systeme tk/GCV. Ent eifie mortalité de 40% est observée pour
1 ug de lipoplexes en I'absence de GCV. A ces quratons aucune toxicité n’est obtenue
pour les liposomes vides. De plus, la transfecties cellules MDA-MB-231 par 0,8 ug de
lipoplexes pcDNA3.1+ provoque une diminution dé&d de 900 a 500 pM. L’efficacité du
systeme tk/GCV doit donc étre jugée sur la difféeed’|Csp entre les cellules transfectées par
les lipoplexes pcDNAS3.1+ (cellules contrdles) et tllules transfectées par les lipoplexes
pcDNA-tk (cellules traitées). L’efficacité propre aysteme tk/GCV n’est plus de 9 fois £4C
de 900 a 100 pM), mais de 5 fois £4@e 500 a 100 uM).

La toxicité des lipoplexem vitro est liée au rapport de charge entre les différents
lipides cationiques, entrant dans la compositianlgmsomes, et les acides nucléiques (Dass,
2002). La concentration de lipoplexes joue aussrale important, du fait de la quantité
d’ADN apportée. C’est alors la toxicité propre &N qui est en cause. Nous avons montré
que la toxicité est dose dépendante avec une téxitaximale & 1 ug d’ADN. De plus, la
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toxicité augmente avec le nombre de transfecti@staur, communication personnelle).
Enfin, 'administration de lipoplexe& vitro, provoque des modifications importantes au
niveau des cellules, avec une réduction importaiatenombre de mitoses, I'apparition de
nombreuses vacuoles au niveau cytoplasmique (Lajmealet al., 1994), et les lipoplexes

peuvent également modifier I'activité de certaipestéines (Aberlet al., 1998).

In vitro, malgré une faible efficacité du systéme hsv1-@¥G une inhibition de la
croissance tumorale a tout de méme été observée &ivité anti proliférative propre au

systéeme, méritait d'étre testéevivo.

IV.2. Etudedn vivo

- Le systeme hsv1-tk/GCV

Le systeme tk/GCV a largement été déenitvivo, et les principaux vecteurs de
transfert utilisés, tout comma vitro, sont les rétrovirus et les adénovirus (Chhiliral.,
2001, Engelmanmt al., 2002, Ezzeddinet al., 1991, Fukuiet al., 2001, Hasegawet al.,
1993, Kasidket al., 1986, Kwonet al., 2003, Mavria and Porter, 2001, Weeial., 1998). Mais
les risques liés a l'utilisation des vecteurs viraant entrainé l'utilisation de liposomes
cationiques, malgré la faible efficacité de trartsfgii leur est habituellement attribuée. Dans
un liposome cationique, I’ADN chargé négativemesitammpacté dans une capsule lipidique
chargée positivement. Le complexe qui en résulteckargé positivement et est appelé
lipoplexe. Ce processus permet, de protéger 'ADd¢ ducléases endogenes, donc une
expression plus durable du transgéne et de tramsmuantités d’ADN plus importantes. De
plus, les lipides entrant dans la composition fessbmes sont trés peu immunogéniques et
n’'induisent pas ou peu de toxicité vivo. Toutes ces caractéristiques font des liposomes de
bons vecteurs pour la thérapie géniqueivo. Et de plus, Princen et son équipe ont obtenu la
méme efficacité du systeme tk/GCV en utilisant yste&ame de transfection soit viral

(rétrovirus) et non viral (liposomes cationiqueBjificenet al., 2000).

Malgré sa faible efficacitén vitro, nous avons testé le systeme tk/GCV sur le modele
animal precédemment mis au point. Les résultatsnoist sont assez surprenants, puisque a la
fin de la premiére semaine de traitement le grdug& par les injections intraveineuses de

lipoplexes pcDNA-tk suivies d'injection de GCV dstseul a présenter une régression des
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volumes tumoraux de I'ordre de 10% par rapport aelaaine précédente. Cette régression
vient du fait que les cellules ciblées par lesdipmoes sont les cellules endothéliales des néo-
vaisseaux tumoraux et non pas les cellules MDA-N8R-2_es liposomes cationiques ont la
particularité, du fait de leur charge positive, sk fixer préférentiellement aux cellules
endothéliales (McLead al., 1997, Thurstomt al., 1998). De plus les liposomes de la société
Munichbiotech ont une affinité accrue pour les uded endothéliales des néo-vaisseaux
sanguins tumoraux. lls ont reccemment montré qu&pection, les liposomes sont retrouves
principalement au niveau de la tumeur, avec absdedecalisation dans le tissu musculaire
environnant, et une tres faible fixation des lippss au niveau pulmonaire (Krasnétial.,
2003). Cependant apres la seconde semaine derteaiteune reprise de la croissance est
observée. Les tumeurs semblent échapper a I'eifeangiogénique induit par le ciblage des
cellules endothéliales. Cette reprise peut étrdigxge par les phénomenes de mimétisme

vasculogéniqgue que nous discuterons dans le pategnsacré a I'endostatine.

Un effet anti-tumoral important est noté pour lesupes contrbles ayant recu des
injections intraveineuses de lipoplexes quels gusdient (lipoplexes pcDNA3.1+, lipoplexes
pcDNA3.1+/GCV, lipoplexes pcDNA-tk), avec cependamie diminution plus importante
pour les lipoplexes pcDNA-tk. L'injection de lipaples pcDNA3.1+ suivie ou non
d’injections de GCV provoque une diminution du wvakitumoral d’environ 50% par rapport
aux animaux n’ayant recu aucun traitement. En relvarinjection de lipoplexes pcDNA-tk
suivie ou non d’injections de GCV entraine une bitfon de I'ordre de 65%. Cet effet anti-
tumoral est di a la toxicité propre des lipoplexBgen que les liposomes cationiques
présentent un trés faible pouvoir immunogénigueyna diminution des volumes tumoraux
n'a été observée pour les animaux traités paipesdmes vides) (Dass, 2002), I'association
liposomes/ADN, induit une réaction inflammatoire nnanégligeable. Cette réaction
inflammatoire est provoquée par la sécrétion dekiyes telles que le TNF I'INF y ou I'lL-

12, en réponse aux séquences CpG non méthyléésssgur les plasmides d’origine virale ou
bactérienne. L'injection intraveineuse d’ADN nunduit pas la production de cytokine, car il
est rapidement dégradé par les nucléases endof@ges and Wagner, 2002), il n’a donc
pas le temps de provoquer une réaction inflammatbieffet antitumoral de cette production
de cytokines est loin d’étre négligeable, car allen grand intérét dans la mise au point de
protocoles d'immunothérapie (Kriegjal., 1999). Siders et son équipe, montrent en 2002, qu

I'injection de lipoplexes ne contenant aucune sggeecodante, mais uniquement un
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plasmide, inhibe la croissance tumorale de mélasame&ins M3. De plus, cette injection de
lipoplexes protége I'animal contre I'envahissemdmiovo par le méme type cellulaire et n’a
aucun effet sur d’autres lignées chez des aninfanxunocompétents (Sideesal., 2002). Il
semble que notre modele soit un fort inducteurydekines. En effet, une étude menée sur
des leucocytes porcins montre que le plasmide pcB®MA induit une forte production de
cytokines, et que cette production est augmentegule le plasmide est administré sous
forme de liposomes cationiques (Magnussbnal., 2001). L'inhibition plus importante
obtenue pour les lipoplexes pcDNA-tk (15% supplétamies par rapport a pcDNA3.1+), vient
probablement du fait que la séquence du géne lkspbdséde a elle seule 122 séquences
CpG (www.invivogen.com). Les deux composants deensistéme sont donc fortement
susceptibles d’engendrer la production de cytokigqasdans le cas de notre modéle animal
est potentialisée par la présence de CysA. En, efittie derniere bien quimmunomodulateur
a la capacité d’augmenter la production de I'lL}E2 a la présence de séquences CpG, et de
plus elle inhibe la production d’'IL-10 qui est not@ent un antagoniste de I'lL-12 (Redford
et al.,, 1998). Enfin, certains auteurs ont émis I'hypsthgu’'une production élevée de
cytokines peut étre a 'origine des déces obtepuoasad’injection intraveineuse de lipoplexes,
sans aucune relation avec la présence d’endotoxinaestériennes résiduelles de
I'amplification du plasmide (Let al., 1999).

Dans notre étude, les tumeurs semblent capablpsud®ir reprendre leur croissance
tumorale malgré le ciblage des cellules endothedial utilisation de lipoplexes pouvant
cibler directement les cellules tumorales graca aauplage a des anticorps ou des fragments
d’anticorps spécifiques des cellules tumorales @iuétre une alternative. L'utilisation de
lipoplexes couplés a des anticorps anti HER2 pedweatibler les cellules de cancer du sein
exprimant HER2 (Parkt al., 1995). Plus récemment, I'utilisation de lipoplsx@uplés a la
région variable d’'un anticorps anti récepteur de tiansferrine, permet d'augmenter
I'efficacité de transfection du géne p53, chez sta#is « nude » porteuses de cancer du sein
métastatique (Xet al., 2001). Mais I'insensibilité de nos cellules asteyne hsv1-tk/GCV ne
serait pas surmontée par un ciblage spécifiquecdisles MDA-MB-231. En revanche il
existe une autre catégorie de liposomes, ditsdipes polycationiques, dont le plus utilisé est
le polyéthylénimine (PEI). Il s’agit d’'un polymesgnthétique permettant le transfert d’ADN
in vitro etin vivo (Ogris and Wagner, 2002). Iwai et sont équiperantré I'efficacité des
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PEI associés a un plasmide dérivé du virus d’EpdBeirr, pour augmenter la sensibilité de
certaines cellules au systeme hsv1-tk/GCV (leva., 2002).

Le systeme hsv1-tk/GCV a montré in vivo, une effitasupérieure a celle observée
in vitro. Cette différence s’explique par le failegdans notre étude, le systeme hsv1-tk/ GCV
a été utilisé comme une stratégie antiangiogénidue fait du ciblage des cellules
endothéliales. De plus I'effet observé n’est pagjuement di au géne suicide, mais aussi a
un effet immunothérapeutique causé par les lip@gdexUn tel systeme pourrait étre
intéressant en clinique humaine, avec toutefoisartain nombre de modification a apporter

comme par exemple le contrdle de la réaction infl@toire pour éviter tout effet secondaire.
- L'endostatine

Folkman et son équipe sont les premiers a avoiodé |'efficacitéin vitro etin vivo
de I'endostatine en obtenant la régression compgléte I'animal de nombreuses tumeurs, et
depuis de nombreuses études utilisant I'endostatineme stratégie antiangiogenese ont été
réalisées (Calvet al., 2002, Folkman, 1995, O'Reilg al., 1997, Perouligt al., 2002, Yeet
al., 2002).

Le probléme majeur que nous avons rencontré loraalee étude, est la grande
hétérogénéité des volumes tumoraux des différemispgs, du fait que les animaux ont été
traités juste une semaine apres l'injection ddsilesl tumorales. Le traitement a débuté si tot,
pour étre sOr que I'endostatine soit efficace. fet,d’endostatine agit trés précocement dans
le processus d’angiogenése. La proliferation ddiiles endothéliales sous I'action des
facteurs pro-angiogéniques provoque la dégradatola membrane basale tumorale. Il s’en
suit I'organisation des cellules en capillaireseridostatine est efficace jusqu’a ce stade, car
ensuite les cellules mésenchymateuses se diff@rnen péricytes, qui forment alors un mur
vasculaire autour des capillaires: les vaisseaamguwns sont matures. L’action de
'endostatine sur les cellules endothéliales eshimliée et n'a plus d’influence sur la

vascularisation de la tumeur.

Dans notre modéle, nous avons obtenu, aprés daurirses de traitement, une
diminution du volume tumoral de 65% dans le grotrp#é par des injections intraveineuses
de lipoplexes pSecEndostatine par rapport aux animt@moins, n‘ayant recu aucune

injection. Nous n'avons pas pu comparer ces rdsubdax animaux du groupe contrble,
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puisque qu’ils sont morts dans les 24 heures quswini la premiére injection, probablement
dd a la présence d’endotoxines bactériennes. Ligpgrtraité a donc été comparé au groupe
contrdle lipoplexes pcDNA3.1+ réalisé en méme ten@xs groupe contréle présente une
diminution du volume tumoral de 50% par rapporgeaupe témoin. Sur les 65% d’inhibition
de croissance du groupe endostatine, seul 15% dont directement imputable a
I'endostatine elle-méme. Au bout des deux sematlgesraitement nous n’avons donc pas
observé de régression complete des tumeurs. Ldiouegli se pose est donc de savoir si
I'effet observé est bien di a I'action de I'enddisia ou si nous nous trouvons dans la méme
situation que pour le systeme tk/GCV. Le géne dedbstatine que nous avons utilisé a été
cloné au laboratoire et utilisé dans d’autres &udelministré sous forme de lipoplexes, il a
permis l'obtention de tres bons résultats sur dé&mutmodeles animaux, tels que
I'ostéosarcome ou le mélanome (communications peedtes). La faible efficacité de
I'endostatine dans notre cas ne semble donc paawo®de d’administration, mais plutot au
modeéle animal et plus particulierement a la lignélulaire utilisée. Jin et son équipe ont
montré que l'injection d’endostatine directememsides tumeurs générées par l'injection de
cellules MDA-MB-231, n’a que trés peu d’effet sardroissance tumorale (Jhal., 2001).
Cette faible efficacité de I'endostatine a auséi @touvée pour d’autres lignées cellulaires
(Eistereret al., 2002, Pawliulet al., 2002). Une hypothése assez controversée a és& @ani
Maniotis en 1999. Selon lui, certaines cellules dtates ont la capacité de développer des
pseudo vaisseaux sanguins sans faire intervenircddisles endothéliales et donc sans
déclencher la néo-angiogenese, on parle alors desastulogenése (Folberj al., 2000,
Maniotis et al., 1999). De telles cellules présentent a leur sarfan grand nombre de
marqueurs normalement spécifiques des cellulestie@lildes (récepteur de la thrombine,
TIE2, CD31, récepteur a I'endothéline-B et VEGF)ett€ hypothése a été reprise par
Hendrix, qui montre que les cellules MDA-MB-231¢gpentent a leur surface une grande
majorité des marqueurs spécifiques des cellulestbéliales. La présence de ces marqueurs
pourrait donc leur permettre de mimer la synthésaéb-vaisseaux sanguins (Hendital .,
2000). Elles pourraient alors se passer de l'amgiege telle qu’elle est décrite actuellement,

pour se développer.

L’endostatine a montré ici sont efficacité anticaecise dans un modeéle de cancer du
sein. cette efficacité se définie en terme d’intioloi de la croissance tumorale. En effet, une

différence significative de 65% est obsevée ergrgroupe traité par I'endostatine et le
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groupe témoin. Cependant, comme pour I'étude de @ggicide, la diminution du volume
tumorale est aussi en partie due a l'effet thértigpee des lipoplexes en eux-mémes.
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V. Perspectives

Au cours de nos études, aussi biexitro quein vivo, nous avons rencontré un certain

nombre de problémes, qui mettent en avant lesdsmde notre modele.

L'insensibilité des cellules MDA-MB-231 au systérhsvl-tk, va dans le sens des
études existantes, montrant des variations delsktéstes cellules tumorales au GCV. Une
hypotheése émise est la possible implication dearws$ protéines de la MDR (MRP4 et/ou
MRP5). La détermination de I'expression de ceségmets, ou des ARNmM correspondants
pourrait prédire la réponse des cellules testéaessyateme hsvl-tk/GCV. Une étude plus
approfondie, par PCR quantitative par exemple, gaitumous informer sur le taux
d’expression des ARNm, et nous permettre de détemsi le taux de réponse des cellules est
en relation avec le taux des ARNmM des protéines MRPou MRP5. De telles
expérimentations pourraient s’avérer utiles, sauttes lignées cellulaires avant de tegter

vitro etin vivo l'effet du systeme hsv1-tk/GCV.

Nous avons déterminé pour les cellules MDA-MB-234, statut MRP1. Cette
détermination par RT-PCR, nous renseigne sur iejtee les cellules expriment le géne, mais
en aucun cas sur le taux d’expression de ce detri@gude de ces cellules, par western blot,
immunohistochimie ou encore par PCR quantitatieeirgait permettre la mise en relation de
cette expression de MRP1 avec le taux de fixation°8Tc-MIBI dans les cellules. Ceci
pourrait donner une idée du comportement des esllulis-a-vis des molécules de

chimiothérapie, qui sont des substrats de cettipe

Le modele animal ne présente de métastases pulresn@ieci ne nous permet pas de
juger de lefficacité totale de nos deux systemeslrapie génique. En effet, le systéme
hsv1-tk/GCV et I'endostatine ont la capacité deunedvoir méme d’inhiber I'apparition des
métastases pulmonaires. Il serait donc intéresbatitiser d’autres lignées cellulaires avec
un pouvoir métastatique plus élevé. Les cellulemdines MDA-MB-435, possédant des
caractéristiques proches des cellules que noussagtmaliées, ont la capacité de provoquer
des meétastases pulmonaires dans 80% des cas &lsgu'sont injectées en sites

orthotopiques chez la souris « nude ». Pour aug@nesricore ce taux de métastases, les
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cellules pourraient étre injectées dans une martf@lacique, mieux vascularisée. Cependant
le choix de ce site d’injection ne nous permetfpas de réaliser les imageries au 18(F)-FDG.
En effet le site d’'implantation trop proche d’'ursdates de fixation physiologique du traceur
(le cceur), pourrait géner l'interprétation des liss. Les cellules humaines pourraient aussi
étre remplacées par des cellules d’origine anintelke, que les cellules JYG-A, a fort pouvoir
métastatique. L'utilisation de cellules animalestamment de rat, permettrait la suppression
de la cyclosporine A (CysA) pour notre modéle. #t eenvisageable que [I'utilisation
d’animaux non immunodéprimés par la CysA, pouirdluencer la tolérance aux injections
répétées de lipoplexes. Les déces que nous avonstatéts pour des animaux
immunodéprimés par la CysA, navaient pas été ef@serpour des animaux
immunocompétents traités de la méme maniere. Lauptmn de cytokines liée aux
séquences CpG et a la présence de la CysA noudesétrdoune des raisons de ce manque de
tolérance aux lipoplexes. La comparaison des taax cgtokines chez des animaux
immunodéprimés et immunocompétents, ayant recurmémes injections de lipoplexes,
pourrait apporter une réponse sur le réle de IaAGians cette toxicité. Dans le cas ou les
cellules humaines restent le modele d’étude, nousrjpns diminuer les doses de CysA dans
le but d’obtenir les conditions permettant une ssance correcte des tumeurs et un taux de

production de cytokines plus faible.

Dans I'étuden vivo du systeme hsv1-tk/GCV, le géne cloné pourrag gtmplace par
un geéne dit « humanisé », sur lequel les seque@p€&s sont neutralisées par méthylation.
L’amélioration du protocole d’injection devrait auslonner de meilleurs résultats en terme
de tolérance. Des cures répétées constituées painjction unique de lipoplexes hsv1-tk,
suivie de 7 jours de GCV seront notamment testederene d’efficacité thérapeutique et de

tolérance.

L'utilisation de I'endostatine a elle aussi mornges limites, concernant son efficacité
propre. Les résultats obtenus sont probablemenaduuplage de I'effet antiangiogénique
de I'endostatine et de I'effet immunothérapeutiges lipoplexes. Il pourrait étre intéressant,
apres le traitement par des lipoplexes endostatiaeministrer aux animaux des molécules
de chimiothérapie (sous forme classique ou sousdode liposomes), dans le but de

potentialiser I'effet anticancéreux déja obtenu.
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Enfin, des études complémentaires concernant Iéslese MDA-MB-231 sont a
envisager, afin de déterminer si elles posseddéattefement les caractéristiques de cellules
endothéliales. En effet, si ces cellules possedéeliement la capacité de générer des
vaisseaux sanguins sans faire appel aux celluldstlegliales, nous pourrions déterminer la
proportion de ces vaisseaux sanguins par rapparh@o-vaisseaux classiquement décrits, et

ainsi évaluer I'effet thérapeutique des stratégm@sangiogéniques actuelles.

Toutes ces études auront pour but de perfectioln@lus possible notre modéle
animal d’'une part, et les stratégies thérapeutigiiediées d’autre part, afin d’envisager la

réalisation d’essais cliniques.

143



CONCLUSION
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Le cancer du sein, est dans les pays développgsetaiere cause de mortalité par
tumeur maligne chez la femme. Les stratégies teétapes disponibles a I'heure actuelle
sont tres efficaces lorsque la maladie est diagnest précocement. En revanche, plus le
stade est avance, plus le pronostic est défavoesblie cancer du sein entraine alors le décés
de la patiente par des processus bien souvent atmgaus métastatiques. Une meilleure
connaissance des genes et la mise en place dérépith génique, permettent de nouveaux
espoirs en terme de guérison. Cependant, beauestga faire, avant de pouvoir appliquer la
thérapie génique a 'homme. L'un des facteurs hmitde la thérapie génique est le choix du
vecteur, qui permettra de véhiculer le géne d'&ttérla cellule cible. Longtemps utilisés, les
vecteurs viraux, présentent un certain nombre dirénients. Malgré une grande efficacité
de transferin vitro, et des résultats concluants chez I'animal, letewes viraux présentent
une forte immunogénicité, et ont la capacité d’'ineld’autres pathologies. Le développement
des techniques non virales, comme par exemplddesdmes cationiques, apparait comme

une alternative aux techniques virales.

Nous avons, lors de notre étude, testé deux prietoabe thérapie génique sur un
modele animal d’adénocarcinome mammaire humain,amnigoint par nos soins. Ce modéle
présente un grand nombre des caractéristiquesraieicdu sein tel qu'il se présente chez la
femme. Cependant, il ne présente pas de métagiabasnaires, ce qui est son caractére
limitant. Les études anatomopathologiques ainsilgsiesuivis en imagerie médicale réalisés
sur les animaux nous ont permis une bonne conmaissdu modele, nécessaire pour la
réalisation de la suite des expérimentations. Mé&meotre modele reste a perfectionner,
notamment par I'utilisation de cellules aux cargsti&gues voisines des nétres, il constitue un

modele appréciable en matiére de manipulationuce’gst pas le cas des animaux « nude ».

Nous avons testé deux stratégies thérapeutiquéseshifes : I'utilisation d’'un systéme
de gene suicide (hsv1-tk/GCV) et une stratégieaagiogenése (I'endostatine), toutes deux
médiées par des liposomes cationiques. Les lipasoqme nous avons utilisés étant
spécifiguement dirigés contre les cellules end@tes des néo-vaisseaux sanguins, nous
avons donc, dans les deux cas, ciblé I'angiogetd@s®rale.n vitro, le systéme hsvl-
tk/GCV a montré une efficacité relative, due ceranent a une insensibilité au GCV des
cellules utilisées. De maniere trés surprenantenéme systéme a provoqué chez I'animal

une réduction de 65% des volumes tumoraux en caigoer avec les animaux témoins. De la
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méme maniere, l'injection d’endostatine provoqué&e6&inhibition tumorale. Méme si ces
résultats sont a confirmer en renouvelant I'expéritation, ils constituent une perspective

plus qu’encourageante en matiere de traitemenadaer du sein.

L’efficacité obtenue est d’une grande importancaisnil faut rappeler que la thérapie
génique n’'a pas pour but de remplacer les thérapmg existantes, mais de les améliorer.
Les stratégies antiangiogéniques pourraient done étilisées en premiere ligne, pour
diminuer la vascularisation tumorale et de cedHdiblir la tumeur. Cette derniere serait alors

plus sensible a 'administration de molécules denadthérapie.
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