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RESUME

Le développement de modeles animaux de cancers est indispensable pour la réalisation
d’essais thérapeutiques pré-cliniques. Nous avons développé un modéle animal de carcinome
épidermoide, a partir d’une tumeur induite chimiquement par de la 4-Nitroguinolinel-oxyde
(4-NQO), par allogreffes tumorales successives chez des rats immunocompétents ages de 21
jours. Il s’agit du premier modéle de carcinome épidermoide créé par greffe tumorale sur rat
immunocompétent. Selon le méme protocole, un modéle d’ostéosarcome mandibulaire a été
obtenu par greffe sous-périostée d’une tumeur d’ostéosarcome de rats. Les tumeurs ainsi
obtenues ont été caractérisées sur le plan histologique, immunohistochimique et radiologique
par tomographie a émission de positons couplée a une tomodensitométrie (FDG-TEP/TDM).
Elles présentent des caractéristiques histologiques, radiologiques et évolutives similaires a
celles des tumeurs humaines. De par ces résultats, nous proposons ainsi un protocole général

de production de modeles animaux de cancers sur rats immunocompétents.

Mots clés :

- Modeles animaux
- Cancers ORL
- Allogreffe tumorale

- Rats immunocompétents



ABSTRACT

Title: Setup and characterization of animal models of head and neck cancers in immuno-

competent rats.

Setup of animal models of cancers is indispensable for pre-clinic therapeutic essays. We
developed an animal model of squamous cell carcinoma, from a tumor induced by 4-
Nitroquinoline-1-oxyde (4-NQO), by successive tumoral grafts in Sprague Dawley
immunocompetent rats old of 21 days. Using the same protocol, a model of mandible
osteosarcoma was obtained by grafting osteosarcoma tumors. These tumors were
characterized by pathological, immunohistochemical analysis and imaging using positron
emission tomography coupled with computed tomography (PET/CT). They presented similar
characteristics than human ones. We propose a protocol to produce animal models of cancer,

in immunocompetent rats.

Keywords:

- Animal models

- Head and neck cancers
- Tumoral allograft

- Immunocompetent rats
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Présentation des cancers ORL étudiés

Les cancers ORL sont nombreux et variés ; ils représentent 20% de I’ensemble
des cancers humains. Nous avons étudié deux types histologiques: le carcinome
épidermoide et I’ostéosarcome.

Le carcinome épidermoide de la cavité buccale et des voies aéro-digestives supérieures
(VADS) est la forme histologique la plus fréquente des tumeurs ORL. Il survient le plus
souvent apres intoxication chronique au tabac et /ou a I’alcool dont I’association
augmente le risque carcinologique de facon exponentielle. 1l a été montré que certains
carcinomes épidermoides ORL pouvaient étre liés a une infection virale par I’Human
Papilloma Virus (HPV 16 et 18) [1, 2]. Le carcinome épidermoide présente la
caractéristique d’étre longtemps localisé au niveau locorégional, donnant des métastases
ganglionnaires cervicales. Les métastases viscérales a distance (poumon; foie;
squelette ; tissu cérébral) sont plus rares. Compte tenu du terrain, I’existence d’une
seconde localisation néoplasique n’est pas rare au niveau pulmonaire et/ ou
oesophagienne. Ces tumeurs sont classées selon la classification TNM aprés réalisation
d’une panendoscopie ORL, d’un scanner cervical et d’un bilan d’extension a distance
comprenant une échographie hépatique et une radiographie pulmonaire, complétée au
moindre doute par un scanner thoracique. Le pronostic de ces tumeurs est
principalement lié au diagnostic précoce. Le traitement de ces tumeurs comporte
classiqguement une chirurgie suivie d’une radiothérapie locorégionale et selon les
résultats histologiques (présence de métastases ganglionnaires en rupture capsulaire) de
chimiothérapie. Si la tumeur est classée inopérable, lors de la prise en charge initiale, le
traitement associe une chimiothérapie et une radiothérapie. En présence d’une récidive

locale non opérable, la chimiothérapie reste le traitement de choix. Actuellement,
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plusieurs protocoles de chimiothérapie sont disponibles. La chimiothérapie la plus
classiquement utilisée associe le 5-fluoro-uracyl (5-FU®), un sel de platine (cisplatine
(Cisplatine®) ou carboplatine (Paraplatine®)) et un taxane (docétaxel (Taxotére®)). Le
5-FU fait partie de la famille des agents anti-métabolites ; il agit en inhibant la
thymidylate synthase, bloquant la phase S du cycle cellulaire et arrétant ainsi le
développement et la division cellulaire. Les sels de platine appartiennent a la famille des
agents alkylants, ils arrétent la croissance de la tumeur en liant ensemble les nucléotides
guanine dans la double hélice d'ADN. Les deux brins ne peuvent ainsi pas se dérouler ni
se séparer, I’ADN ne se réplique pas et la cellule ne se divise pas. Les taxanes sont des
alcaloides végétaux qui bloguent la division cellulaire en empéchant la synthese des
microtubules et la formation du fuseau mitotique, bloquant ainsi la phase M du cycle
cellulaire [3]. Par ailleurs il est connu que les cellules du carcinome épidermoide
expriment a leur surface, a des degrés variables, le récepteur du facteur de croissance
épithélial (EGF) [4]. La thérapie ciblée utilisant des anticorps anti-EGFR (Epithelial
growth factor receptor) est parfois proposée en association avec la radiothérapie pour
des carcinomes épidermoides ORL localement avancés et non opérables. 1l s’agit de la
molécule de cétuximab (Erbitux®) qui correspond a un anticorps monoclonal
chimérique de classe IgG1 qui se lie spécifiquement au récepteur EGFR (HER1 ou c-
ErbB-1) et inhibe ainsi la liaison avec le facteur de croissance EGF. Le blocage du
récepteur entraine la non activation des kinases associées au récepteur, une inhibition de
la croissance cellulaire, une induction de I’apoptose, une diminution des métallo-
protéinases de la matrice extra-cellulaire et une diminution de la vascularisation. Son
action reste limitée aux tumeurs dont les cellules expriment le récepteur EGFR. Des
essais thérapeutiques de phase Il ont récemment démontré I’intérét de I’utilisation de

cet anticorps soit couplé a la radiothérapie, soit en traitement de premiére ligne des
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tumeurs récidivantes ou métastatiques, avec une augmentation de la survie et un

meilleur contrdle locorégional [5].

L’ostéosarcome est une des tumeurs osseuses les plus fréquentes aprés le myélome.
Cette tumeur maligne est caractérisée par une formation directe de I’os ou de substance
ostéoide par les cellules tumorales [6]. Elle affecte le plus souvent des enfants ou de
jeunes adultes. Sa localisation élective est la métaphyse des os longs et le genou pour
plus de la moitié des cas. C’est une tumeur maligne potentiellement létale, plus
fréqguemment rencontrée au niveau des os longs des membres que dans la région
maxillo-faciale atteinte dans 10% des cas. Elle représente 1% des cancers ORL. Elle
présente une croissance rapide et a la capacité de métastaser rapidement a distance,
notamment au niveau pulmonaire. Son traitement repose dans un premier temps sur une
chimiothérapie néo-adjuvante suivie d’une chirurgie de réduction tumorale [7]. La
chimiothérapie joue un rdle essentiel dans le contrdle des métastases a distance. Les
principaux agents chimiothérapiques sont le methotrexate, la doxorubicine, I’ifosfamide
et le cisplatine. Le methotrexate est un anti-métabolique du groupe des antifolates qui
inhibe la dihydrofolate réductase, enzyme essentielle a la synthése des purines et des
pyrimidines, bloquant ainsi la phase S du cycle cellulaire. La doxorubicine est un
antibiotique antitumoral qui inhibe la synthése de I'ADN et de I'ARN en s'intercalant
dans sa structure, bloquant ainsi la division cellulaire. L’ifosfamide et le cispaltine au
mode d’action précédemment décrit, sont des agents alkylants. L’ostéosarcome présente
d’emblée ou développe souvent rapidement une résistance a ces agents cytotoxiques,
ainsi qu’a la radiothérapie [8, 9]. L analyse de la piéce de résection chirurgicale évalue
la réponse a la chimiothérapie par le décompte des cellules tumorales viables, selon la

classification de Rosen et Huvos; il s’agit d’un facteur pronostique important qui permet
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d’ajuster la chimiothérapie adjuvante. La radiothérapie est parfois discutée lors d’une
exérese chirurgicale limite ou incomplete. Le bilan d’extension locorégionale repose sur
la TDM et I’IRM. Le bilan d’extension a distance recherche des Iésions secondaires au
niveau pulmonaire (TDM) et osseux (Scintigraphie). Les récidives tumorales sont
fréquentes. Le pronostic de I’ostéosarcome mandibulaire est meilleur que celui des os
longs et une exérese chirurgicale compléte avec marges saines permet d’espérer une

survie de 80% a 5 ans [6].
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Phénomeéne de résistance aux thérapeutiques classiques

La resistance tumorale a une thérapeutique spécifique par chimiothérapie est
souvent multi-factorielle. En effet, elle peut étre liée a I’héte ou aux altérations
génétiques ou épigénétiques des cellules malignes [10]. Cette resistance peut s’exprimer
d’emblée ou peut étre acquise lors du traitement, méme apres une efficacité initiale.
Selon les mécanismes d’action des produits, on peut distinguer des mecanismes
généraux de résistance. Parmi celle-ci, on décrit une diminution de I’accumulation
intracellulaire des molécules, en particulier une déficience des mécanismes de transport
dans le sens plasma-milieu intracellulaire. 1l peut s’agir également d’une modification
du métabolisme des molécules. Ce mécanisme est singulierement important pour les
anti-métabolites qui nécessitent une transformation pour étre activés. Pour certaines
molécules, il existe une activation des mécanismes de réparation biochimique de
I’ADN. Dans certains cas il s’agit de la modification de la cible des médicaments
anticancéreux ou de la modification de I’expression des genes sous I’effet de I’agression
chimiothérapique quelle que soit I’étape de transcription intéressee : mutation, délétion,
amplification, altération de la transcription, altération du mRNA, altération des
protéines (instabilité génétique des cellules cancéreuses sous I’effet de la pression de
sélection).

De plus nous savons qu’il existe une susceptibilité interindividuelle de sensibilité a la
chimiothérapie, trés variable d’un individu a I’autre. Ce théme avait fait I’objet d’une
étude, au sein de notre unité de recherche, sur la sensibilité au 5-FU de patients porteurs
d’un cancer du pharyngo-larynx classé T3 T4. L’efficacité thérapeutique de la molécule
était comparée aux niveaux d’expression des genes du métabolisme du 5-FU (Annexe

1).
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Parmi les résistances multi-drogues, on peut distinguer schématiquement trois types de
résistance commune aux anticancéreux:

-la classique MDR (Multiple Drug Resistance) (dépendant de la glycoprotéine P) qui
correspond a un mécanisme général de résistance en rapport avec une diminution de
I’accumulation intracellulaire des anticancéreux par augmentation de I’efflux vers
I’extérieur. Cet efflux accru, dépend d’une glycoprotéine P, synthétisée par un géne
mdr, acquis ou présent spontanément dans certains tissus.

-la MDR associée aux anti-topoisomérases ; cette résistance n’est pas associée avec un
trouble du transport du médicament, mais plutét a une diminution ou a une modification
structurale de la topoisomérase Il, qui altére la fixation du médicament a I’enzyme. En
outre, la topoisomérase Il est trés réduite dans les cellules au repos, ce qui explique la
faible sensibilité de certaines tumeurs peu évolutives a ces médicaments.

-la MDR associée aux enzymes de détoxification. Elles sont nombreuses et permettent
de détoxifier des xénobiotiques, dont I’organisme doit se débarrasser.

La résistance biochimique a la chimiothérapie est I’indice majeur du succes d’un
traitement. De nouveaux tests permettent de prévoir les échecs thérapeutiques avec une
efficacité de 99,2%. Il s’agit de I’ « Extreme Drug Resistance Assay » développé par la
société Oncotech permettant de classer les tumeurs en tres résistantes (moins de 1% de
réponse), moyennement résistantes (réponse inférieure a 50%) et peu résistantes (2 fois
plus répondantes) [11-13]. La survie des patients semble directement corrélée aux
résultats de ces analyses; ceci permettrait un choix thérapeutique adapté a chaque

tumeur.
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Intérét des thérapeutiques anti-angiogéniques

La croissance tumorale se fait grace au développement d’une néovascularisation
tumorale. L’étude des facteurs anti-angiogéniques est une voie intéressante de recherche
de nouvelles thérapeutiques. La néovascularisation tumorale apporte des nutriments et
de I’oxygene, indispensables a la croissance tumorale. Les cellules endothéliales de la
vascularisation tumorale sécrétent des facteurs de croissance et des facteurs anti-
apoptotiques au contact des cellules tumorales [14]. Les cellules tumorales produisent
quant a elles des facteurs proangiogéniques qui entrainent la prolifération des cellules
endothéliales formant ainsi les néo vaisseaux tumoraux. Cette interaction entre cellules
tumorales et cellules endothéliales semble étre une cible intéressante dans le traitement
antiangiogénique (Annexe 2). Contrairement aux chimiothérapies qui ciblent
directement les cellules tumorales, la thérapeutique anti-angiogénique du reseau
microvasculaire tumoral concerne tout type de tumeur et ne semble pas induire de
résistance. De nombreuses molécules anti-angiogeniques ont éeté identifiées mais leurs
modes d’action ne sont pas totalement élucidés. Le bevacizumab (Avastin®) est un
anticorps monoclonal de type 1gG1 qui se lie au VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) et inhibe de ce fait la liaison du VEGF a ses récepteurs, Flt-1 (VEGFR-1) et
KDR (VEGFR-2), situés a la surface des cellules endothéliales. Il bloque ainsi la
formation de néo-vaisseaux induits par I’action du VEGF. Le bevacizumab est
actuellement utilisé en pratique clinique pour traiter le cancer colo-rectal métastatique,
le cancer du sein métastatique, le cancer bronchique non a petites cellules et le cancer
du rein avancé. L’efficacité des agents anti-angiogéniques peut étre appréciée soit par
I’étude histologique d’un fragment tumoral (marquage des cellules endothéliales ; étude

de la micro densité vasculaire (MDV)) soit de maniere non invasive en utilisant
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I’imagerie par résonance magnétique (IRM) en acquisitions dynamiques. En effet,
I’étude quantitative non invasive du réseau micro-vasculaire tumoral par IRM
dynamique a fait I’objet d’une publication de Faccioli et al [15]. Cette technique
d’imagerie utilisé par I’équipe de Preda pour evaluer I’efficacité in vivo du bevacizumab
sur un modéle murin de cancer du sein, semble étre intéressante pour prévoir et évaluer

I’efficacité d’un traitement anti-angiogénique [16, 17].
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Etude bibliographique des modeles animaux de cancer ORL

Afin de pouvoir améliorer la connaissance des mécanismes de carcinogénese, le
diagnostic, le suivi, et les essais de nouvelles molécules thérapeutiques, il est

indispensable de disposer de modéles animaux de cancers ORL.

En ce qui concerne le carcinome épidermoide localisée au niveau de la sphére ORL, la
littérature décrit plusieurs modeles chez les rongeurs. La plupart d’entre eux sont induits
chimiquement par I’application d’un carcinogéne. Le plus ancien carcinogéne est le coal
tar, utilisé au début du 20°™ siécle, en application locale pour induire la formation de
cancers cutanés [18]. En 1954, Salley et al. a utilisé un hydrocarbone polycyclique (9,10
dimethyl-1,2-benzathracene (DMBA)) en application sur la face interne de joue d’un
hamster [19] ; ce produit a été utilisé dans des publications plus récentes [20, 21]. Le
carcinogéne actuellement le plus connu, car facilement manipulable du fait de son
caractere hydrosoluble, est la 4-Nitroquinoline-1-oxyde (4-NQO). Il peut étre utilisé soit
en application locale soit administrée dans I’eau de boisson [21-27]. Ce modéle a été
décrit initialement par Wallenius en 1973 [28]. Ces modeles induits chimiquement,
présentent I’avantage d’étre réalisés chez les rats immunocompétents, cependant leur
inconveénient principal est la durée d’obtention des tumeurs, les rendant inutilisables
pour tout essai thérapeutique [29, 30]. Les autres modeles de carcinome épidermoide,
décrits dans la littérature, sont obtenus par greffe. Certains correspondent a des
homogreffes de lignée cellulaire de carcinome épidermoide murin, obtenu
chimiquement, sur des rats nudes ou génétiquement modifiés [31-35]. Des modeéles de
xénogreffes sont également décrits et correspondent a des greffes de lignée cellulaire de

carcinome épidermoide humain sur des rats nudes [36-45]. Ces modeles de greffe

présentent I’avantage d’étre obtenus rapidement et facilement mais présentent des
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inconvénients a la fois relatifs a I’utilisation de rats immunodéprimés et au fait que les
tumeurs ainsi obtenues ne présentent pas les mémes caractéristiques immuno-

histochimiques et évolutives que celles de I’homme [29].

En ce qui concerne I’ostéosarcome mandibulaire, plusieurs modeles sont décrits dans la
littérature. Un modeéle a été induit chimiquement en 1975, par I’injection intra-
médullaire de 4-NQO chez une population de lapins immunocompétents [46]. Ce mode
d’administration du carcinogene a permis d’obtenir 65,6% d’ostéosarcome apres une
latence de 6 mois. En 1978, Sato et al. ont décrit I’utilisation de deux autres
carcinogenes, le 3-methylcholanthrene, et le 7,12-dimethylbenz[alpha]anthracene
(DMBA) a I’origine d’ostéosarcome chez le lapin [47]. En 1980, Allouche a créé un
modele d’ostéosarcome par injection intra-médullaire tibiale d’une suspension de

cerium radioactive (Ce'**”

). Il a obtenu une lignée cellulaire d’ostéosarcome dont les
caracteristiques immuno-histochimiques et évolutives étaient identiques a celles des
ostéosarcomes humains [48]. Cette lignée cellulaire a été utilisée par la suite dans notre
unité de recherche, pour réaliser des greffes orthotopiques au niveau du tibia, sur des

rats immunocompétents [9, 49-52].
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Objectifs de la thése

Les objectifs de ce travail de recherche étaient de proposer des modeles animaux
de cancers ORL, d’étudier leurs caractéristiques histologiques et radiologiques, afin de
pouvoir en disposer pour des essais thérapeutiques, utilisant notamment des molécules
anti-angiogéniques. Dans la derniere partie, nous rapportons les résultats d’un essai
thérapeutique utilisant un anti-VEGF (bevacizumab-Avastin®) sur le modéle

d’ostéosarcome mandibulaire.
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II-MATERIELS ET METHODES
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11-1-ETUDE ANATOMIQUE DE LA REGION CERVICALE ET DES VADS
CHEZ LE RAT

Une étude anatomique de la région cervicale et des VADS était indispensable
avant la création de modéles animaux de cancer ORL. L’étude anatomique a été réalisée
chez des rats males, adultes &gés de 3 mois, sains dont la taille variait entre 20 et 25 cm
de long et dont le poids était de 220 grammes.

Protocole de Dissection: figures 1-6.

Muscle sterno-cléide- - %
4 a" LO ‘Q-fl. ~

Thorax
Muscle digastrique /4 \

Glande™  » Glande
lacrymale ~ Sparotide

0
a3

Figure 1 : Dissection cervicale superficielle aprés incision cutanée cervico-thoracique médiane.
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Figure 2 : Dissection cervicale profonde, A : le muscle sterno-cléido-mastoidien est

désincéreé de ses attaches sterno-claviculaires, B :

I’ouverture de I’aponévrose cervicale profonde

permet de découvrir I’axe trachéal.
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Figure 3 : Dissection de la cavité buccale et de I’oropharynx.
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Figure 4 : Dissection de I’axe laryngo-trachéal.
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Epiglotte

Figure 5 : Dissection laryngée.

Larynx

Trachée

Figure 6 : Dissection thoracique.
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L’anatomie cervicale et des VADS du rat est trés proche de I’anatomie humaine
sur le plan musculaire et viscéral [53].

Sur le plan histologique, nous retrouvons un eépithélium malpighien non
kératinisé au niveau de la cavité buccale, de I’oropharynx et des étages sus-glottique et
glottique du larynx. L’étage sous-glottique et la trachée sont bordés par un épithélium
cylindrique, cilié de type respiratoire, ce qui est identique a I’étude histologique chez

I’homme [54, 55].
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11-2-PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Tous les soins et manipulations ont été réalisés selon les regles de
I’expérimentation animale. Les rats utilisés étaient des Sprague Dawley,
immunocompétents, agés de 21 jours dont le poids était de 30 grammes. lls étaient
placés 2 par cage et nourris avec de la nourriture standard pour rongeurs. La piece était
a une température constante de 20°c et le cycle diurne-nocturne était de 12h/12h. Toutes
les manipulations animales étaient réalisées sous anesthésie générale utilisant un
appareil d’anesthésie adapté au petit animal (Minerve, Esternay, France). La sédation
était realisée dans une chambre d’inhalation avec 1 a 3% d’isoflurane (Baxter,
Belgique) entrainé par 100% d’oxygene a 4l/min. La sédation était obtenue en moins de

3 minutes.

Figure 7 : Appareil d’anesthésie avec chambre d’inhalation (fleche).

11-2-1-Carcinome épidermoide
a) Induction chimique de carcinome épidermoide
La solution de 4-NQO était préparée une fois par semaine, a la fois pure a la

concentration de 10mg/ml pour les applications et diluée dans de l'eau a la
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concentration de 0,001% pour la boisson. Soixante rats ont été inclus dans I’étude. Ils

ont éte répartis en trois groupes :

Groupe application (n=30) : I’application était realisée avec un écouvillon,
délivrant une quantité constante (0,15 +/- 0,03 mg) de carcinogéne par
application. La 4-NQO était appliquée par un mouvement de va-et-vient, sur la
langue mobile pour 25 rats et sur le larynx pour 5 rats. L application au niveau
du larynx a nécessité I’utilisation d’une optique de 4 mm 0° sur laquelle nous
avions fait souder un canal opérateur. Une pince a biopsie coloscopique munie a
son extrémité d’une cotonnette de 3mm?® était, une fois imbibée par la solution
de 4-NQO, introduite dans le canal opérateur et appliquée sous contréle visuel
au niveau des cordes vocales du rat. La bonne exposition laryngeée, lors de cette
endoscopie, était favorisée par la traction de la langue mobile par une pince a
disséquer. L’application était pratiquée 3 fois par semaine sur une durée totale
de 16 semaines. Les séances d’application n’étaient pas suivies de période de

jene et les rats disposaient de boisson et d’alimentation & volonté.

Figure 8 : A : Optique 0° avec canal opérateur — pince de coloscopie, B: grossissement : extrémité

de la pince de coloscopie.
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Figure 9 : Endoscopie des VADS chez le rat : introduction de I’optique 0° avec pro traction

linguale.

- Groupe boisson (n=25) : I’eau de boisson contenant la 4-NQO était disponible a
volonté pendant une durée de 16 semaines. La solution était renouvelée une fois
par semaine.

- Groupe témoin (n=5) : les rats témoins n’avaient subi aucune manipulation.

L’examen de la cavité orale et du larynx par endoscopie, a été réalisé chez tous les rats,

une fois par semaine pendant 34 semaines.

b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide
La premiere greffe a été réalisée en utilisant les tumeurs induites chimiquement
par la 4-NQO. Les tumeurs ainsi obtenues ont été prélevées et conservées par
congélation a -80°C dans une solution associant 50% de sérum fcetal de veau (GIBCO),
40% de RPMI (GIBCO) et 10% de DMSO (dimethyl sulphoxide, SIGMA). Les
fragments tumoraux étaient décongelés dans du sérum feetal de veau puis découpés en
fragments de 100 mm®. Cing rats ont été greffés au niveau de la face ventrale du cou,

apres une incision cutanée de 4 mm puis une incision du muscle masséter sous-jacent.
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Le fragment tumoral était placé dans le muscle masséter, de maniére bilatérale afin
d’augmenter les chances de prise de greffe. L’incision cutanée était refermée par 2
points de suture (fil non résorbable 5/0). Les tumeurs ainsi obtenues ont eté prélevées et
utilisées a I’état frais pour réaliser des greffes successives tous les 7 jours, sur un
nombre total de 20 rats, selon le méme protocole. Les rats étaient examinés

quotidiennement a la suite de la greffe tumorale.

Figure 10 : Greffe tumorale en région cervicale.

Les dimensions tumorales étaient mesurées a I’aide d’un pied a coulisse et les volumes
tumoraux étaient calculés selon la formule de Carlsonn : V= a x b? x ¥ (a: diamétre le

plus long; b: diamétre le plus court) [56].

11-2-2-Ostéosarcome mandibulaire
Nous avons utilisé une tumeur d’ostéosarcome créée initialement par Allouche
en 1980 [48] par injection intra-médullaire tibiale d’une suspension de cerium

radioactif. 1l a obtenu une tumeur dont les caractéristiques immunohistochimiques et
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évolutives étaient identiques a celles de I’ostéosarcome humain. Cette souche tumorale
a été conservée par congélation a -80°C dans les conditions précédemment décrites.
Soixante quinze rats Sprague Dawley immunocompétents ont été successivement
greffés & partir de cette tumeur. Au sein de notre unité de recherche, nous avions
I’expérience de greffes d’ostéosarcome en position para-tibiale [9, 49-52] avec un
rendement de prise de greffe de 80% avec du tissu tumoral frais. Nous avons greffé les
fragments tumoraux en région cervicale. Le protocole de greffe était identique a celui
décrit dans le paragraphe précédemment ((b) Allogreffe tumorale de carcinome
épidermoide) mais le geste était complété par I’ouverture du périoste osseux et
I’abrasion de la corticale osseuse au bistouri froid, afin de faciliter I’ostéo-intégration
tumorale.

La surveillance de la croissance tumorale était réalisée quotidiennement par une
palpation cervicale et les volumes tumoraux étaient mesurés tous les 3 jours selon le

protocole décrit dans le paragraphe b).
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11-3- PROTOCOLE D’IMAGERIE PAR FDG-TEP/TDM

Nous avons réalisé une imagerie par 2-deoxy-2-[*®F]fluoro-D-glucose (FDG)-
tomographie a émission de positons couplée a une tomodensitométrie (TEP/TDM). Les
rats étaient mis en jeun 12 heures avant la réalisation de la TEP. Deux heures avant
I’imagerie, 18,5mBq/100g de FDG (Cyclopharma, Laboratoire Saint Beauzire, France)
étaient injectés dans une des veines caudales du rat. L’analyse des images de la TEP a
été réalisée avec un appareil a usage clinique humain couplant la TEP et la TDM
(Biograph 6) (Siemens Medical Solutions; Knoxville, TE). Le scanner permettait
d’obtenir des acquisitions simultanées de 325 coupes axiales de 0,6 mm pour chacune
des positions de lit d’acquisitions de la TEP. La résolution axiale de la TEP était de 4,5-
mm FWHM (Full Width at Half Maximum). Les parameétres techniques utilisés pour la
TDM étaient de 6 x 0,5 mm pour la configuration du détecteur, pitch de 1,8 mm, tension
de 80kV et intensité de 130 mAs. Ce mode d’acquisition a été utilisé pour les
corrections d’atténuation et le systeme de fusion automatique des coupes TEP et TDM.
La FOV (Field Of View) choisie pour la reconstruction tomodensitométrique était de 25
cm. Les images scannographiques étaient reconstruites par une rétro projection filtrée
permettant d’obtenir des coupes transversales de 1 mm d’épaisseur. Une acquisition
TEP, en 3 dimensions, de 10 minutes, sur 15 cm de FOV axiale a été réalisée apres la
TDM. Les images de la TEP ont été reconstruites aprés un processus itératif (8
iterations, 16 subsets) avec filtrage passe bas avec un seuil a 1.0 pour obtenir des images
de matrice & 3377 pixels avec un zoom de 2. Des coupes contigués de 2,0 mm en plan
axial, de 2,7 mm en plan sagittal et en plan coronal ont été obtenues. La fixation
tumorale du FDG a été quantifiée en SUV (Standardized Uptake Value). La SUV est la
concentration de I’activité métabolique tumorale (MBg/ml) ramenée a la dose injectée

(MBq) normalisée par le poids de I’animal (ml). Les SUV maximales et moyennes ont
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été calculées. Le volume tumoral métabolique a été calculé par un niveau de seuil de

40% de la fixation maximum du volume tumoral.

Figure 11 : Appareil de TEP/TDM (biograph 6).

Figure 12 : (A) : Injection intraveineuse du FDG; (B) : Réalisation de la TEP/TDM sur rat

anesthésié.
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11-3-1-Carcinome épidermoide
a) Induction chimique de carcinome épidermoide
La FDG-TEP/TDM a été réalisé a la 34°™ semaine suivant le début de
I’expérimentation. Dix rats ont bénéficié de cet examen, 5 issus du groupe boisson (3
d’entre eux présentaient une tumeur développée au niveau de la cavité buccale lors de
I’examen clinique) et 5 issus du groupe témoin afin de déterminer la fixation

physiologique du FDG en région cervicale.

b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide

La FDG-TEP/TDM a été réalisé chez 10 rats aux 15°™ et 30°™ jours suivant la greffe.

11-3-2-Ostéosarcome mandibulaire

La FDG-TEP/TDM a été réalisé chez 20 rats aux 8™ et 15°™ jours suivant la greffe.
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11-4-PROTOCOLE DE L’ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE

Les rats ont été sacrifiés apres injection veineuse de chlorure de potassium sous
sédation par isoflurane. L’ensemble des prélévements a été fixé dans une solution de
formol a 10%. Chaque prélevement a été sectionné puis inclus dans un bloc de
paraffine. Des sections d’une épaisseur de 5 micrométres ont été réalisées, colorées par

I’hématéine-éosine-safran (HES) et analysées en microscopie optique.

I1-4-1-Carcinome épidermoide
a) Induction chimique de carcinome épidermoide
La cavité orale, le pharynx, la trachée, I’cesophage, les ganglions lymphatiques

cervicaux, les poumons et le foie ont été prélevés.

b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide
Les masses cervicales, les ganglions lymphatiques cervicaux, les poumons et le
foie ont été prélevés. Une analyse immunohistochimique par marquage des
cytokératines AE1/AE3, 5/6, 19 et a haut poids moléculaire (HPM) a été réalisée afin de
caractériser la tumeur. L’étude de la vascularisation tumorale s’est faite par un

marquage de CD31, CD34 et du facteur VIII.

11-4-2-Ostéosarcome mandibulaire

Les masses cervicales, les poumons et le foie ont été prélevés.
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11-5-ESSAI THERAPEUTIQUE UTILISANT LE BEVACIZUMAB (AVASTIN®)
SUR LE MODELE D’OSTEOSARCOME MANDIBULAIRE

I1-5-1-Protocole expérimental

Vingt rats porteurs d’un ostéosarcome mandibulaire ont été utilisés dans cette
étude. lls ont été divisés en deux groupes, un groupe de 10 rats non traités constituant le
groupe témoin et un groupe de 10 rats recevant le traitement par bevacizumab. Le
bevacizumab a été administré par voie intra-péritonéale a la dose de 1 mg par injection,
3 fois par semaine pendant 3 semaines. Les tumeurs ont été mesurées tous les 3 jours et
les volumes tumoraux calculés. Les masses tumorales et les poumons ont été prélevés
pour I’analyse anatomopathologique a J25. Les résultats ont été analysés selon les tests

statistiques Mann et Whitney, Friedman et Anova.

11-5-2-Evaluation de I’efficacité du bevacizumab par imagerie par résonance
magnetique (IRM)

Quatre rats du protocole ostéosarcome mandibulaire ont bénéficié d’une IRM en
séquences dynamiques a J14. Deux rats étaient issus du groupe témoin et deux rats
étaient issus du groupe traité selon le protocole expérimental décrit précédemment. Les
images ont été acquises avec une IRM Philips Intera, 1,5-T, antenne crane. Les coupes
axiales de 6 mm chevauchées de 3 mm, ont été réalisées en T1-écho de gradient rapide,
avec des séquences dynamiques multiphases, multicoupes de 6 acquisitions toutes les 46
secondes. Une injection de gadolinium (Dotaren, Guerbet, France) a la dose de

0,2 ml/kg a été réalisée dans une veine caudale de chaque rat.
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[II-RESULTATS
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111-1-RESULATS CLINIQUES

I11-1-1-Carcinome épidermoide

a) Induction chimique de carcinome épidermoide

Sur le plan clinique, aucune 1ésion n’a été observée a la 16°™ semaine. Nous
avons observé des leucoplasies développées sur la langue mobile chez 18 rats (10 du
groupe boisson et 8 du groupe application) et des papillomes chez 2 rats du groupe
application sur la langue mobile, 20 semaines apreés le début de 1’expérimentation
(Figures 13 et 14). Les 5 rats badigeonnés au niveau des cordes vocales sont tous morts
d’asphyxie entre la 20°™ et la 25°™ semaine suivant le début de I’expérimentation.
L’examen clinique du larynx apres autopsie montrait chez 4 rats un cedéme laryngé
associ¢ a des lésions de leucoplasies et chez le dernier la présence d’une lésion
bourgeonnante réalisant une obstruction complete de la filiere laryngée. Des tumeurs
ulcéro-bourgeonnantes ou infiltrantes de la cavité orale ont été détectées entre la 28°™
et la 34°™ semaine chez 39 rats (14 du groupe boisson et 25 du groupe application sur la
langue mobile) (Figure 15 et Tableau I). A la 34°™ semaine, parmi les 5 rats du groupe
boisson sélectionnés pour la TEP, 2 rats ne présentaient aucune tumeur apparente lors
de I’examen clinique et 3 d’entre eux présentaient une tumeur développée dans la cavité
orale (une sur la lévre inférieure (Figure 16), une au niveau du maxillaire supérieur et
une sur la face interne de la joue). Nous n’avons pas mis en évidence de double
localisation tumorale au sein des deux groupes. Les rats du groupe témoin (n=5) étaient

indemnes de toute 1ésion.
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Tableau | : Résultats lors de I’examen clinique apres exposition a la 4-NQO (N=55)

Nombre de

semaines apres le

Application sur la

langue mobile

Application

Boisson (n=25)

début de laryngée (n=5)
(n=25)
I’expérimentation
16 - - -
Leucoplasie (n=8) | Morts (n=5) Leucoplasie (n=10)
Papillome (n=2) Papillome (n=1)
Carcinome
20
épidermoide :
-laryngé (n=1)
-pulmonaire (n=1)
Carcinome Carcinome
28 -34 -

épidermoide (n=25)

épidermoide (n=14)
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Figure 13: Leucoplasie développée sur le bord latéral droit de la langue (site d’application de la 4-

NQO) (fléche).

Figure 14: Papillome développé sur la pointe de la langue (fléche).
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Figure 16: Présence d’une tumeur développée sur la levre inférieure.
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b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide

Nous avons observé le développement d’une masse cervicale unilatérale chez 3
rats du premier groupe (rats greffés avec un fragment de tumeur congelée) et bilatérale
chez 16 rats du deuxiéme groupe (rats greffés avec du tissu tumoral frais), soit
respectivement 30% et 80% de succes de prise de greffe (Figure 17). Les volumes
tumoraux moyens pour 10 rats ont été calculés a J7, 14, 21 et 30 apres la greffe (Figure
18). Nous avons observé une progression tumorale avec un écart type faible a J7 et J14
(écart-type a 0,3 cm’) et une nette augmentation de I’écart type a J30 (écart type a 5.9
cm’). Le protocole de reproduction tumorale par allogreffes successives est représenté

figure 19.

Figure 17 : (A) : Présence d’une masse tumorale développée en région cervicale a J30 apreés la

greffe ; (B) : Présence d’un nodule de perméation.
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Figure 18: Courbe d’évolution du volume tumoral moyen en fonction du nombre

de jour apres la greffe (n=10).
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Figure 19: Schéma de reproduction et de conservation d’une tumeur par allogreffes successives sur

4 séries de 5 rats agés de 21 jours, a 7 jours d’intervalle. (* : tumeur fraiche prélevée pour la greffe

suivante). Rat rouge : prise de greffe — Rat vert : absence de prise de greffe.
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111-1-2-Ostéosarcome mandibulaire

Les tumeurs greffées se sont rapidement développées en région cervicale para

mandibulaire (Figure 20). Le succés de la prise de greffe était de 70% avec des

fragments tumoraux congelés et de 100% avec des fragments tumoraux frais. Les

volumes moyens tumoraux ont été calculés a J3, 6, 8, 10, 13, 15, 17, 20 et 23 (n=20)

(Figure 21).

Figure 20: Présence d’une masse tumorale cervicale a J20 apreés la greffe.
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Figure 21: Evolution du volume tumoral moyen sur une période de 23 jours apreés la greffe (n=20).
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I11-2- RESULTATS DE L’IMAGERIE PAR FDG-TEP/TDM

111-2-1-Carcinome épidermoide

a) Induction chimique de carcinome épidermoide

La TEP a confirmé la présence des tumeurs diagnostiquées par 1’examen
clinique dans la cavité orale (n=3) et a permis de découvrir des localisations tumorales
pharyngées localisées au niveau de la base de langue (n=3) (Figures 22, 24, 25). Cette
imagerie a permis de mettre en évidence I’extension tumorale des différentes 1ésions et
notamment la présence d’une extension rétro-orbitaire chez le rat n°2 présentant une
localisation tumorale au niveau du maxillaire supérieur (Figure 23). Une seconde
localisation tumorale a également été détectée par la TEP chez le rat n°1, au niveau de
la base de langue. Nous avons calculé les SUV maximales et moyennes et déterminé les
volumes métaboliques tumoraux selon la formule V=1/6 1 a x b x ¢ (a : longueur, b :

largeur, c : épaisseur tumorale). (Tableau II).
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Tableau Il : Résultats de la FDG-TEP/TDM chez 5 rats du groupe boisson.

Diameétres
Volume tumoraux
Localisation SUV SUV
Rat N° métabolique | métaboliques
tumorale Max Moy
(mm3) axbxc
(mm)

Lévre inférieure 19 3x3x4 1,3 1,2
1

Base de langue 452 8x9x12 3,0 1,9

Maxillaire
supérieur,

2 78 5x5x6 4,0 3,0

extension rétro-

orbitaire

Face interne de

3 113 4x6x9 1,4 1,1
joue

4 Base de langue 792 7x9x24 1,4 1,0
5 Base de langue 603 6x8x24 1,6 1,4

Le volume métabolique tumoral de la plus petite 1ésion localisée au niveau de la lévre
inférieure était de 3x3x4 mm soit 19 mm’. Le volume métabolique tumoral de la plus
grosse 1ésion, localisée au niveau du maxillaire supérieur avec extension rétro orbitaire,
mesurait 5x5x6 mm soit 79 mm’. La distribution intra tumorale du FDG était uniforme,
sans hypofixation centrale. Chez le rat n°4, présentant une tumeur de la base de langue,
nous avons observé une fixation du FDG sur un ganglion lymphatique cervical. Aucune

fixation du FDG n’a été observée au niveau des poumons ou du foie.
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Au sein du groupe témoin, nous avons observé une fixation physiologique du FDG au
niveau de la langue chez tous rats, la moyenne de la SUV maximale était mesurée a

1,967 +/- 0,723 et la moyenne de la SUV moyenne a 1,767 +/- 0,728.

Figure 22 : Rat n°1. A: Aspect macroscopique d’une tumeur développée au niveau de la lévre
inférieure. De gauche a droite: TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-enregistrées en échelle de
gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP - TEP en échelle de gris inversé en B: coupes

sagittales, en C: coupes axiales et en D: coupes coronales: tumeur de la lévre inférieure (fleches).
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Figure 23: Rat n°2. De gauche & droite: TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-enregistrées en
échelle de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP - TEP en échelle de gris inversé en B:
coupes axiales, en C: coupes coronales et en D: coupes sagittales: extension rétro-orbitaire d’une

tumeur développée au niveau du maxillaire supérieur (fleches).

Figure 24: Rat n°3 : De gauche a droite: TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-enregistrées en
échelle de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP - TEP en échelle de gris inversé en A:

coupes axiales et en B: coupes coronales: tumeur de la face interne de joue (fleches).
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Figure 25: Rat n°4. A: Dissection autopsique (tumeur de la base de langue: fleche noire; épiglotte :
fleche blanche). De gauche a droite: TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-enregistrées en échelle
de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP - TEP en échelle de gris inversé en B: coupes

sagittales C: coupes coronales: tumeur de la base de langue (fléches).

b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide
A J14, 1a FDG-TEP/TDM a confirmé la présence des tumeurs diagnostiquées par
I’examen clinique, par une fixation focalisée du FDG. Cet examen a permis de montrer
I’extension tumorale et a montré 1’évolution du volume tumoral métabolique entre J14
et J30. La distribution intra tumorale du FDG était uniforme a J14 et le volume tumoral
moyen était estimé & 1.265 +/- 0.289 cm’ (Figure 26). A J30, le volume tumoral moyen
était de 8.267 +/- 5.407 cm’ et toutes les tumeurs présentaient une hypofixation centrale

du FDG témoignant d’une nécrose centrale (Figure 27). L activité du FDG prédominait

60



a J30 au niveau d’une couronne périphérique avec une décroissance notable de la
fixation de la périphérie au centre. Les volumes globaux et métaboliques ont été
mesurés et les volumes de nécrose centrale calculés. Les moyennes de SUV maximales

et moyennes ont été déterminées (Tableau IIT). Nous n’avons pas objectivé de fixation

de FDG au niveau des ganglions lymphatiques cervicaux, du foie et des poumons.

Tableau 11 : Données de la FDG-TEP/TDM obtenues dans le groupe d’allogreffe de carcinome

épidermoide a J14 et J30 (n=10).

Nombre de jours apres la

greffe

14

30

Volume tumoral global

(cm’)

1,265 +/- 0,289

8,2675 +/- 5,407

Volume tumoral

métabolique (cm®)

1,265 +/- 0,289

1,9625 +/- 0,758

Volume nécrotique (cm®)

6,305 +/- 4,771

Moyenne de la SUV

maximale

2,945 +/- 1,237

2,5775 +/- 0,655

Moyenne de la SUV

moyenne

1,895 +/- 0,53

1,475 +/- 0,221
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Figure 26: FDG-PET/TDM a J14 aprés I’allogreffe. TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-
enregistrées en échelle de gris pour la TDM et hot métal pour la TEP en coupes coronales: tumeur

développée de maniere bilatérale sur la face ventrale du cou.

Figure 27 : FDG-TEP/TDM a J30 apreés I’allogreffe. TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-

enregistrées en échelle de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP en coupes coronales:

I’activité du FDG prédomine en périphérie de la tumeur ; présence d’un centre nécrotique (fleche).
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111-2-2-Ostéosarcome mandibulaire

Nous avons observé une fixation du FDG au niveau des masses tumorales et la
présence de calcifications caractéristiques de I’ostéosarcome sur la tomodensitométrie et
sur la TEP (Figure 28). La fixation du marqueur était uniforme au 15™ jour aprés la
greffe avec un volume de 2 cm’. A partir du 15°™ jour nous avons obser ve I’apparition

d’une nécrose tumorale centrale et la concentration de D’activité métabolique en

périphérie. A J14, 50% des rats présentaient une fixation du marqueur au niveau

pulmonaire (Figure 29).

Figure 28: FDG-TEP/TDM a J15 aprés I’allogreffe. TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-
enregistrées en échelle de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP en coupes coronales :

présence de calcifications intra-tumorales caractéristiques de I’ostéosarcome (fleches).
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Figure 29: FDG-TEP/TDM a J15 aprés I’allogreffe. TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-

enregistrées en échelle de gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP en coupes frontales :

fixation du FDG au niveau du poumon droit (fleches).
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I11-3-RESULTATS DE L’ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE
111-3-1-Carcinome épidermoide
a) Induction chimique de carcinome épidermoide
Dans le groupe témoin, 1’autopsie des 5 rats n’a pas retrouvé de tumeur.
Dans le groupe application sur la langue mobile (n=25), des I¢ésions de papillome corné,
de leucoplasie, dysplasie de bas et haut grade, carcinome in situ et carcinome
épidermoide infiltrant ont été observées au niveau du site de 1’application et dans sa

périphérie proche (Figure 30).

73 A

Figure 30: Comparaison de I’examen en microscopie optique apres coloration & I’hematéine-eosine-
safran, du carcinome épidermoide de rat (A) (grossissement x200) et du carcinome épidermoide
humain (B) (grossissement x 100): présence de cellules épithéliales malpighiennes bien différenciées
avec une architecture trabéculaire et nodulaire et de nombreux globes cornés caractéristiques du

carcinome épidermoide (fléches).

Dans le groupe application au niveau du larynx (n=5), ’examen histologique a confirmé
la présence de leucoplasie dans 2 cas, de métaplasie malpighienne laryngée dans 1 cas,

de carcinome épidermoide laryngé dans 1 cas et de carcinome épidermoide bronchique
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dans 1 cas (Figure 31). L’examen des poumons a retrouvé des poumons oedémateux et
congestifs avec présence de débris alimentaires dans les bronches, évocateurs de fausses

routes.

Figure 31: Examen en microscopie optique aprés coloration HES, grossissement x25 (A) et x100
(B) : présence d’un carcinome épidermoide bronchique (fleche bleue : alvéole pulmonaire ; fleche

rouge : amas de cellules épithéliales malpighiennes avec globes cornés).
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Au sein du groupe boisson, les autopsies ont mis en évidence une tumeur
macroscopique chez chaque rat et une double localisation tumorale pour 6 d’entre eux,

soit 30% (Tableau IV).

Tableau IV : Tumeurs obtenues dans le groupe boisson (n=25).

Localisation tumorale Nombre total de localisations : 31
Base de langue 15
Langue mobile 9
Joue 4
Leévre 2
Palais 1

Sur le plan histologique, il s’agissait de carcinomes épidermoides bien différenciés
formés de travées, d’amas et de massifs de cellules, accompagnés de globes cornés
formés d’amas de kératine. Les cellules tumorales étaient des cellules épithéliales
malpighiennes, pleiomorphes avec la présence de nombreuses mitoses atypiques. La
tumeur s’accompagnait d’un abondant stroma fibreux. Il n’a pas été observé de nécrose
au sein de la tumeur. L’examen anatomopathologique n’a pas révélé de métastase au
niveau du foie ou des poumons mais des 1ésions de bronchopneumopathie sur inhalation
bronchique ont été retrouvées chez 80% des rats. L’examen anatomopathologique du
ganglion lymphatique cervical fixant le FDG a la TEP (rat n°4) ne présentait pas
d’infiltration tumorale (Figure 32). Cependant une métastase ganglionnaire cervicale a
¢été observée chez un rat, issu du groupe boisson, présentant une lésion de la base de

langue (Figure 33).
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Figure 32: (A) : Examen en microscopie optique (grossissement x40) : ganglion lymphatique
normal. (B — C): FDG-TEP/TDM: TDM en échelle de gris - TEP/TDM co-enregistrées en échelle de
gris pour la TDM et en hot métal pour la TEP en coupes coronales (B) et axiales (C) : présence

d’une adénopathie cervicale droite.
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Figure 33: Examen en microscopie optique aprés coloration HES, grossissement x25 (A) et x200
(B) : présence d’un infiltrat de carcinome épidermoide (fleches) au sein d’une structure

ganglionnaire.

b) Allogreffe tumorale de carcinome épidermoide

Apres coloration par HES, I’analyse en microscopie optique des tumeurs
greffées était identique a la description du paragraphe a) a J14. A J30, la dissection
tumorale retrouvait une nécrose centrale, contenant un liquide séreux. L’examen en
microscopie optique objectivait des zones confluentes de nécrose centrale avec la
persistance de cellules tumorales viables, en périphérie tumorale. L’analyse
immunohistochimique a objectivé un marquage plus ou moins intense des cytokératines
testées. Le marquage des cytokératines AE1/AE3 et 19 était moyennement dense et
celui des cytokératines 5/6 et HPM trés intense (Figures 34 et 35). L’examen des

poumons et du foie n’a pas retrouvé de métastase tumorale.
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Figure 34: Examen en microscopie optique (A, B et D : grossissement x125 ; C et E : grossissement
x320). (A) : coloration HES : carcinome épidermoide avec présence d’une ulcération de surface
(fleche rouge). (B et C) : marquage immunohistochimique de la cytokératine AE1/AE3, positif au
niveau du cytoplasme de quelques cellules (fleches). (D et E) : marquage immunchistochimique de

la cytokératine 5/6, intense au niveau du cytoplasme de nombreuses cellules (fleches noires).

70



Figure 35: Examen en microscopie optique (A, B et D : grossissement x125 ; C et E : grossissement
x320). (A) : coloration HES : carcinome épidermoide. (B et C) : marquage immunohistochimique
de la cytokératine CKHPM, intense au niveau du cytoplasme de nombreuses cellules (fleches). (D et
E) : marquage immunohistochimique de la cytokératine 19, positif au niveau du cytoplasme de

guelques cellules (fleches).

71



La vascularisation tumorale a été étudiée avec les marqueurs des cellules endothéliales :

CD31, CD34 et facteur VIII. Nous avons observé une fixation de ces 3 marqueurs,

témoignant de la présence d’un réseau vasculaire (Figure 36).

Figure 36: Examen en microscopie optique d’une lame de carcinome épidermoide de rat. Marquage

du CD 31, CD34 et facteur V111 (grossissement x50) : positif (fleches).
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111-3-2-Ostéosarcome mandibulaire

Les caractéristiques histologiques de la tumeur étaient similaires a celles de
I’ostéosarcome humain. La tumeur présentait une architecture solide, compacte et dense
constituée de cellules tumorales de grande taille, & noyaux volumineux et irréguliers
(Figure 37). Certaines tumeurs, dont le volume dépassait 2 cm’, présentaient des zones
de nécrose. A J14 apres la greffe, 50% des rats présentaient des métastases pulmonaires,

80% a J23 et 100% a J30 (Figures 38 et 39). Nous n’avons pas observé de métastase

hépatique.

Figure 37: Examen en microscopie optique aprés coloration HES. (A : présence de cellules
tumorales en amas denses, grossissement x50 ; B : zone centrale de la tumeur, présence de

vaisseaux (V) et de nécrose (N), grossissement x50).

Figure 38: Examen macroscopique d’un poumon de rat porteur d’un ostéosarcome mandibulaire:

présence de métastases (fleches).
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Figure 39: Examen en microscopie optique aprés coloration HES. A : section d’un poumon entier,

présence de nombreuses métastases (M) ; B : grossissement x100 : métastase pulmonaire.
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I11-4-RESULTATS DE L’ESSAlI THERAPEUTIQUE UTILISANT LE
BEVACIZUMAB (AVASTIN®) SUR LE MODELE D’OSTEOSARCOME
MANDIBULAIRE.

I11-4-1-Résultats cliniques

La progression tumorale a ¢été ralentie dans le groupe de rats traités par
bevacizumab par rapport au groupe témoin, d’un facteur égal a 1,4 a J 10, 1,7 a J17 et
1,65 a J23. Cette modification de I’évolution a été observée a partir de J10. Selon le test
statistique Mann et Whitney, il existe une différence significative des moyennes des
volumes tumoraux entre les deux groupes a J§, J13, J15, J17 et J23 (Figure 41). Avec le
test Anova (2 facteurs — valeurs répétitives), I’effet du bevacizumab est trés significatif
(p<0,1%). Selon le test de Friedman, il existe une différence significative (p<0,1%) de
progression du volume tumoral sur toute la durée de 1’étude, au sein de chacun des deux
groupes pris indépendamment. Ainsi la progression tumorale s’est ralentie sous
bevacizumab sans qu’elle ne se soit totalement arrétée (Figure 40). L’examen
anatomopathologique des poumons n’a pas mis en évidence de différence significative

entre les deux groupes en ce qui concerne la présence de métastases pulmonaires.
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Figure 40: Etude de la progression de la moyenne des volumes tumoraux dans le groupe traité par

bevacizumab et dans le groupe témoin.
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Figure 41: Evolution des volumes tumoraux exprimés en cm® sur une période de 23 jours aprés la
greffe tumorale : mise en évidence d’une différence significative entre le groupe témoin et le groupe

traité par bevacizumab (* : p< 0,05 et ** : p< 0,01) a J8, J13, J15, J17 et J23.

76




111-4-2-Résultats de I’IRM dynamique

Les séquences dynamiques permettent d’évaluer I’intensité du signal et la vitesse
de prise du produit de contraste. Nous avons mis en évidence, une différence évidente
de ces paramétres entre la périphérie et le centre de la tumeur, a la fois dans le groupe
témoin et le groupe traité par bevacizumab (Figure 42). Par contre, nous n’avons pas
objectivé de différence significative de la vitesse de prise du gadolinium et de la valeur
du pic de contraste entre les deux groupes, en périphérie (Figure 43) et au centre de la
tumeur (Figure 44). Compte tenu du faible nombre de rats inclus dans ce protocole

d’imagerie, nous n’avons pas fait d’étude statistique.

Acq 5.1/7 Acq 5.1/7
FFE / FFE/M FFE / FFEM
Dt 07:56 min Dt 07:56 min

Acq 4.1/5 Acq 4.1/5
FFE / FFE/M FFE / FFE/M
Dt 05:54 min Dt 05:54 min

Figure 42: IRM avec clichés dynamiques en T1-écho de gradient rapide, apres injection
intraveineuse de Gadolinium : présence d’un rehaussement relatif plus haut en périphérie (fleche)
gu’au centre de la tumeur chez un rat issu du groupe témoin (A) et chez un rat traité par

bevacizumab (B).
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Figure 43: Courbes d’intensité du signal sur la vitesse de prise de contraste: le rehaussement du
signal en périphérie tumorale se fait rapidement jusqu’a saturation, chez un rat issu du groupe

témoin (A) et chez un rat traité par bevacizumab (B).

Figure 44: Courbes d’intensité du signal sur la vitesse de prise de contraste: le rehaussement du
signal au centre de la tumeur se fait progressivement sans saturation, chez un rat issu du groupe

témoin (A) et chez un rat traité par bevacizumab (B).
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Modeles animaux de carcinome epidermoide ORL

La 4-NQO est un carcinogene chimique, hydrosoluble, le plus utilisé
actuellement pour induire des tumeurs de type carcinome épidermoide au niveau des
VADS chez les rongeurs. C’est un modele tumoral animal trés intéressant utilisant des
animaux immunocompétents contrairement aux modeles tumoraux créés par allogreffes
ou xénogreffes tumorales chez des rats immunodéprimés ou génétiquement modifiés
[31-45]. Nous obtenons ainsi des animaux facilement manipulables, ne nécessitant pas
de conditions particulieres de nursing dues a leur fragilité et reproduisant les conditions
identiques a celles rencontrées dans la pratique clinique humaine. De plus, sur le plan
histologique et immunohistochimique, ces tumeurs sont identiques aux tumeurs
humaines [22]. Dans notre étude, nous confirmons que la 4-NQO est un puissant
inducteur tumoral, qu’elle soit utilisée en application locale ou diluée dans de I’eau de
boisson. Ce modeéle est intéressant puisqu’il reproduit les différentes étapes de la
carcinogénése connue chez I’homme, a partir d’un épithélium malpighien normal
jusgu’a I’apparition de lésions pré néoplasiques puis de carcinome in situ et enfin de
carcinome épidermoide infiltrant. L’intérét majeur de cette tumeur, par rapport aux
tumeurs obtenues par greffe, est de pouvoir étudier les différentes étapes de
transformation néoplasique [24, 26]. Nous pouvons ainsi disposer de localisations
variées au niveau des VADS et parfois de seconde localisation tumorale. Nous avons
observé 6 cas de double localisation tumorale dans notre expérimentation mais aucune
localisation oesophagienne, contrairement a d’autres publications [25]. L’inconvénient
principal de ce modéle est le temps nécessaire a I’obtention des tumeurs, a savoir une
latence de 34 semaines [25], ce qui le rend inutilisable pour des essais thérapeutiques

[29, 30]. En effet non seulement, le délai d’apparition des tumeurs est long mais les

80



localisations tumorales sont variables d’un rat a I’autre ce qui aboutit a une population
completement inhomogene. Dans le groupe application au niveau du larynx, nous avons
observé un carcinome épidermoide bronchique probablement par inhalation du
carcinogéne. Les rats de ce groupe présentaient tous des micro-abcés pulmonaires, en
relation avec des fausses routes induites par I’application locale de la 4-NQO et la non
observance d’une période de jelne. La technique utilisée pour ces applications
laryngées était bien standardisée mais elle était source d’une morbidité et d’une
mortalité importante. Compte tenu de la taille de la filiere laryngée chez le rat (3 a 4
mm) et le diamétre de [I’optique (4 mm), [I’application laryngée induisait
systématiquement une obstruction compléte de la filiere du rat suivie d’épisodes
d’hypoxie nécessitant parfois une réanimation. De plus I’action directe du carcinogéne a
souvent entrainé un cedeme laryngé responsable de mort prématurée, avant I’apparition
de tumeur. Il serait certainement tres intéressant de reproduire cette technique sur un
animal plus gros comme le lapin, pour bénéficier d’une filiere laryngée plus large. Le
suivi clinique par endoscopie en serait également facilité. L utilisation de la 4-NQO
dans I’eau de boisson semble étre un moyen d’oncogenése plus satisfaisant, en limitant
le nombre de manipulations et les risques anesthésiques de la technique d’application 3
fois par semaine. L’utilisation en eau de boisson permet également d’obtenir des
localisations tumorales variées qui peuvent représenter a la fois un avantage mais aussi
un inconvénient pour la détection de celles-ci nécessitant parfois le recours a I’imagerie.
Le suivi des ces tumeurs en est alors compliqué. En somme, la réalisation d’une
population uniforme n’est pas possible avec cette technique d’induction sous forme de
boisson contrairement a I’application directe du carcinogéne sur un site choisi. Le temps

nécessaire pour I’obtention des tumeurs constitue I’inconvénient majeur de ce modeéle.
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En ce qui concerne notre modeéle obtenu par allogreffe tumorale, il s’agit du premier
modéle de carcinome epidermoide greffé chez un rat Sprague Dawley
immunocompétent. Ce modele présente de nombreux avantages par rapport au modele
précédent, induit chimiquement par la 4-NQO. Il est obtenu trés rapidement et nous
disposons d’une tumeur dont le volume atteint 1 cm® & J14 aprés la greffe. La position
sous-cutanée en région cervicale facilite le suivi de I’évolution clinique de ces tumeurs.
L’utilisation de ce protocole de greffe permet d’obtenir un modele reproductible créant
une population uniforme, indispensable pour la réalisation de tests thérapeutiques pré-
cliniques. Il s’agit d’un modeéle expérimental réalisé chez un rat immunocompétent, plus
réaliste que les différents modeles de greffes décrits précédemment dans la littérature
[31-45]. Nous démontrons dans notre étude que les caractéristiques
anatomopathologiques et immunohistochimiques sont identiques a celle du carcinome
épidermoide humain. L’étude immunohistochimique (IHC) vient compléter I’analyse
histologique classique et confirmer la nature de la tumeur. Elle a été faite par marquage
de différentes cytokératines. Celles-ci font parties des filaments intermédiaires, a la base
du cytosquelette des cellules. Les cytokératines (CK) sont constituées d’une famille
multigénique hautement complexe de polypeptides. Vingt polypeptides CK différents
ont été identifiés dans diverses cellules épithéliales humaines. Le marquage de la CK
5/6 a fait preuve de son intérét pour la distinction entre les carcinomes épidermoides
faiblement différenciés et les adénocarcinomes [57, 58]. La CK 5 est exprimée dans les
couches basale, intermédiaire et superficielle des épithéliums stratifiés. La CK 6 est
exprimée par I’épithélium squameux prolifératif. Le marquage de la CK AE1/AE3 est
utilisé comme outil d’identification positive des cellules simples et stratifiées d’origine
épithéliale [59, 60]. La cytokératine de haut poids moléculaire HPM est caractéristique

des épithéliums malpighiens [61]. La cytokératine 19 est présente dans les cellules
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épithéliales et s’exprime dans les cellules basales et myoépithéliales [62]. Elle est
utilisée pour la différenciation et I’identification de tumeurs épithéliales. Les résultats de
cette analyse IHC prouvent bien qu’il s’agit d’un carcinome épidermoide identique a
celui retrouvé au niveau de la sphére ORL chez I’homme. Dans notre expérimentation,
nous avons observé que le rendement de prise de greffe était beaucoup plus important
avec du tissu frais qu’avec du tissu congelé. Le taux de 80% n’a pu étre obtenu que par
réitération systématique des greffes tumorales tous les 7 jours sur 4 séries de 5 rats selon
le protocole décrit figure 19 (I11-Résultats, p 44). L’augmentation du rendement s’est
faite par la sélection du fragment a greffer. Les fragments tumoraux étaient de
préférence prélevés en périphérie de la tumeur, ou le réseau vasculaire est le plus dense
et ou la présence de nécrose est plus faible. La FDG-TEP/TDM nous a aidés a
augmenter ce rendement en ciblant la veille du prélévement, les zones tumorales
métaboliquement actives. Cet examen permettant le choix du prélévement est sans doute
a I’origine de I’augmentation du taux de réussite des greffes. Nous avions opté pour
greffer les tumeurs de maniére bilatérale au niveau cervical, afin d’augmenter ce chiffre.
Nous avons cependant observé que lorsqu’il y avait prise de greffe, elles étaient toujours
bilatérales. Le choix de I’age du rat lors de la greffe présente un intérét majeur ; en effet
nous avons observé que I’age de 21 jours, qui correspond a I’age de sevrage du rat, était
la date la plus favorable pour obtenir une prise de greffe. A cette date, le rat présente
probablement une chute des anticorps transmis par sa mere et la non acquisition
complete de sa propre immunité, phénomene identique observé chez le nourrisson agé
de 6 mois. Une fois la greffe prise, nous n’avons observé aucune régression tumorale ni
rejet de greffe au cours de la croissance du rat. Les essais de greffe a I’age adulte ont
tous été soldés par des échecs. Par conséquent la période située autour du 21éme jour de

vie semble étre celle ou le rat est le plus vulnérable et constitue le moment le plus
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favorable a la prise de greffe. Cette étude prouve que cette lignée tumorale induite
chimiquement par la 4-NQO peut étre maintenue et reproduite par des transplantations

tumorales successives chez des rats immunocompétents de type Sprague Dawley.
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Modele animal d’ostéosarcome mandibulaire

Nous proposons un modele d’ostéosarcome de rat greffé au niveau de la
mandibule. Il s’agit d’un modeéle intéressant car greffé en position orthotopique. Cette
tumeur peut étre conservé a -80°C dans un milieu de conservation specifique et la
relance de la greffe est facilitée par son haut rendement de prise de greffe (80% a partir
de tumeur congelée). Le rendement est de 100% a partir de tumeur fraiche. Le choix du
fragment tumoral a greffer est également important et doit se faire comme pour le
modele précédant en périphérie ou le réseau vasculaire est le plus dense. La croissance
tumorale est rapide et des tumeurs d’un volume de 1,8 cm® sont obtenues au bout de 14
jours. Nous avons observé I’apparition d’une nécrose tumorale centrale dés que le
volume tumoral était supérieur & 2 cm®. A J14, 50% des rats présentaient des métastases
pulmonaires, 80% a J23 et 100% a J30. Il s’agit d’un modeéle qui présente les mémes
caractéristiques évolutives cliniques que I’ostéosarcome humain. Ce modeéle est tres
intéressant car facilement et rapidement reproductible pour la realisation d’essais

thérapeutiques.
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Reproduction de modeéles animaux de cancer par allogreffe

tumorale

On peut donc imaginer que cette étude puisse servir de modeéle pour d’autres
types de cancers et que I’on puisse proposer et travailler en oncologie expérimentale sur
des animaux immunocompétents. Il importe donc de trouver le modele d’induction d’un
cancer chez le rat, qu’il soit chimique ou par exposition aux radiations ionisantes, pour
ensuite pratiquer des greffes successives soit en position orthotopique soit en sous-
cutanée, selon le protocole que nous avons proposé. D’ailleurs la conservation et la
reproduction par greffes successives de deux néoplasies aussi différentes que le

carcinome épidermoide et I’ostéosarcome supportent cette hypothése.
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Intérét de I'imagerie par FDG-TEP/TDM  dans

I’expérimentation animale

La TEP utilisant le FDG est utilisée en pratique courante chez I’homme. Le F-
FDG est un analogue du glucose qui s’accumule dans les tumeurs métaboliquement

actives ou en présence d’une inflammation.

En ce qui concerne les carcinomes épidermoides induits par la 4-NQO,
I’utilisation de la TEP nous a permis de mettre en évidence des tumeurs difficiles
d’acces sur le plan clinique, a savoir celles développées au niveau de la base de langue.
Cette imagerie permet de détecter précocement des localisations tumorales occultes
cliniqguement. Elle nous a permis de déterminer I’extension tumorale et de mesurer le
volume métabolique tumoral. Nous avons observé que tous nos rats, y compris ceux du
groupe témoin, présentaient une fixation physiologique du FDG au niveau de la langue
avec un large écart type des valeurs de SUV. Ceci peut s’expliquer par le fait que les
rongeurs ont une activité de base musculaire linguale élevée mais d’intensité variable.
En comparaison la présence d’une tumeur développée sur la langue n’a pas entrainé
d’augmentation de la valeur globale de la SUV mais une focalisation du marquage par
FDG sur le site tumorale et non plus sur I’ensemble de la langue. Ainsi nous pensons
que la fixation focalisée du FDG est plus prédictible d’une localisation tumorale que la
valeur de la SUV elle-méme. Nous avons observé une distribution tumorale du
marqueur uniforme dans I’ensemble de nos groupes de rats, ce qui corrélait avec
I’examen anatomopathologique qui n’a pas retrouvé de nécrose centrale. En utilisant

I’appareil de TEP/TDM dédié a la pratique clinique, nous avons obtenu un seuil de
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détection proche de 3x3x4 mm (19mm?), qui correspond & la plus petite tumeur de notre
population, développée sur la levre inférieure. Ce seuil de détection est plus bas que
celui rapporté par Tatsumi [63]. L utilisation d’un appareil de TEP/TDM dédié au petit
animal devrait nous permettre d’augmenter la sensibilité de cette détection. Peu de
localisations a distance ont été détecteées, a savoir une seule métastase ganglionnaire. Un
faux positif ganglionnaire cervical a été comptabilise, dans le groupe des carcinomes
épidermoides induit chimiquement par la 4-NQO (groupe boisson) ; nous émettons
I’hypothése d’une simple adénite lors de la FDG-TEP/TDM. Globalement nous avons
observé une bonne corrélation entre autopsie/examen anatomopathologique et TEP. Cet
examen reste un examen de base pour la classification tumorale, la détection de Iésions
secondaires et de seconde localisation avec un seuil de détection bas. Elle permet le
suivi de la progression tumorale et peut étre utilisée comme moyen de détection et de

suivi par mesure de la distribution intra tumorale du FDG, lors d’essai thérapeutique.

Sur le modele d’allogreffe tumorale de carcinome épidermoide, la TEP a montré
tout son intérét pour cibler les zones tumorales actives, facilitant le préléevement avant
greffe ou congélation tumorale. L apparition d’une zone de nécrose centrale aprés J14,
détecteée sur I’imagerie et confirmée par I’analyse anatomopathologique, nous a fait
préférer prélever les greffes a J14 ou la part active tumorale était plus élevée. Cet
examen nous a permis de mesurer le volume tumoral métabolique et de déterminer
I’extension tumorale. Nous avons observé une bonne corrélation entre la mesure
clinique des volumes tumoraux et leur évaluation par la TEP/TDM a J14 et J30. Nous
avons observé une distribution uniforme du FDG a J14, corrélée sur le plan
anatomopathologique avec la présence d’une tumeur dense et I’apparition d’une nécrose

centrale a J30. Cette nécrose centrale est retrouvée dans de nombreux modéles de
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greffe tumorale [31-45]. Le volume tumoral global a été multiplié par 6,5 entre les jours
14 et 30, liée en grande partie & I’apparition de nécrose centrale (6,305 cm® de nécrose &
J30). Le volume tumoral métabolique est passé de 1,265 & 1,9625 cm® entre J14 et J30.
Nous avons observé une parfaite corrélation entre la fixation du FDG et I’examen
anatomopathologique. La TEP/TDM utilisée en expérimentation animale reste ainsi un
bon outil de classification tumorale et de suivi de la progression tumorale [36, 64]. Elle
pourrait étre utilisée sur ce modele, en complément de I’examen clinique pour

I’évaluation d’essai thérapeutique.

Sur le modeéle d’ostéosarcome mandibulaire, la TEP a permis de montrer
I’extension tumorale. L’imagerie a montré de nombreuses calcifications intra-tumorales
caractéristiques de la tumeur ostéosarcomateuse. Dans notre expérimentation, la
détection des métastases pulmonaires par TEP était parfaitement corrélée avec I’examen
anatomopathologique. La TEP/TDM est un examen intéressant pour la classification
tumorale, la détection de métastases a distance et a montré son intérét pour le suivi de

I’efficacité thérapeutique [9, 49, 51, 52].
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Intérét de ['utilisation du bevacizumab sur le modeéle

d’ostéosarcome mandibulaire

Le bevacizumab est un antiangiogénique de synthese (anti-VEGF), actuellement
utilisé dans le traitement de certains cancers. Il fait actuellement I’objet d’une étude
clinique de phase Il sur le carcinome épidermoide. Nous I’avons testé sur le modéle
d’ostéosarcome mandibulaire car celui-ci fut le premier modele disponible et facilement
reproductible au sein de notre unité de recherche. Son mode d’administration par
injection intra péritonéale n’a pas posé de difficultés chez le rat. Nous avons obtenu une
réponse intéressante au niveau des masses tumorales. La différence de progression des
volumes tumoraux observée entre les deux groupes était significative, a partir du 8™
jour. Par contre nous n’avons pas observé de différence significative entre les deux
groupes du délai d’apparition et du nombre de métastase. Cette étude permet de
conclure a une efficacité du bevacizumab sur le modele d’ostéosarcome mandibulaire
mais nécessite d’étre reproduite sur une population de rats plus importante. En fonction
de ces résultats, on pourrait discuter le fait que ce traitement ne présente qu’un intérét
adjuvant associé a tout autre traitement et qu’on ne saurait imaginer son utilisation
comme agent thérapeutique principal. D’ailleurs c’est au moment de I’initiation de la
néoangiogénese que ces traitements peuvent présenter un intérét majeur mais alors le
diagnostic de la tumeur (microscopique) n’est pas possible. Nous ne disposons pas
encore de marqueurs biologiques permettant de détecter [I’initiation d’une
néoangiogénese comme la mobilisation de cellules médullaires hématopoiétiques,
I’activation de certaines métalloprotéinases (MMP9 en particulier), I’apparition de

macrophages circulants et d’autres marqueurs possibles.
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Apport de I'IRM dynamique dans I’évaluation de I’efficacité

du bevacizumab sur le modéle d’ostéosarcome mandibulaire

Cet examen a été réalisé chez 4 rats présentant un ostéosarcome mandibulaire
dont deux traités par bevacizumab. Il nous a permis de montrer que I’imagerie
dynamique avait un intérét dans I’étude de la vascularisation tumorale, en montrant une
différence importante de prise de contraste entre la périphérie et le centre des tumeurs.
Cependant I’IRM dynamique n’a pas été réalisée sur un nombre suffisant de rat pour
rapporter des résultats significatifs et conclure en un quelconque intérét dans la mesure
indirecte de I’efficacité des anti-VEGF sur I’angiogénese. Cette analyse mériterait d’étre

réalisée sur une population plus importante.
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V-CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Nous disposons de trois modeles expérimentaux de tumeurs ORL intéressants.
L’intérét du modele de carcinome épidermoide induit par la 4-NQO réside dans I’étude
des états pré-néoplasiques. Il ne peut pas étre utilisé dans des essais thérapeutiques qui
nécessitent de disposer rapidement d’une population de modeles uniformes. Les deux
modeles d’allogreffe tumorale ont été caractérisé sur le plan histologique et
radiologique, ils constituent des modeles animaux immunocompétents trés intéressants
pour d’éventuels essais thérapeutiques. En effet, ils sont facilement et rapidement
reproductibles. Le suivi de I’efficacité thérapeutique pourrait étre assuré a la fois par
I’examen clinique, facilité par la position en sous-cutanée des masses tumorales et par la
TEP/TDM dont le seuil de détection est bas. L’étude de I’angiogénése par IRM
dynamique mérite d’étre réalisée sur une cohorte plus importante. Ce protocole de
création de modéles animaux de cancers pourrait étre utilisé comme modele général afin
de reproduire tout type de tumeur par réitération de greffes chez des rats
immunocompétents, agés de 21 jours.

Nous pensons que la mesure des cellules tumorales d’une part et des cellules
endothéliales circulantes d’autre part, avant et pendant le traitement, pourrait étre un
indice d’efficacité thérapeutique et de suivi du processus tumoral.

Par ailleurs les avancées récentes sur la compréhension de I’origine cellulaire et
des mécanismes moléculaires, a la base de I’initiation des cancers et de leur progression,
nous orientent vers de nouvelles stratégies thérapeutiques. Les voies de signalisation
intracellulaire des cellules tumorales souches (progéniteurs) et leur microenvironnement
constituent de nouvelles cibles thérapeutiques, qui associés aux thérapeutiques
classiques, devraient pouvoir augmenter leur efficacité, prévenir les récidives tumorales
et augmenter la survie. REcemment, de nouveaux concepts ont proposé I’implication des

ces cellules tumorales souches comme étant a I’origine de I’initiation, de la progression
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de la maladie et de I’apparition d’une résistance aux thérapeutiques conventionnelles
[65-72]. L’étude de Harper et al., réalisée sur des lignées cellulaires issues de carcinome
épidermoide, utilisant les marqueurs CD44, CD133 et CD29, montre la présence de
cellules tumorales souches au sein de la lignée cellulaire [65]. Ainsi, cette recherche
semble trés intéressante et pourrait permettre de comprendre I’agressivité locale, la
vitesse de progression et de dissémination & distance ainsi que la présence d’une

résistance aux thérapeutiques classiques de chimiothérapie.
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