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Avec environ 1000 nouveaux cas de cancer par jour en France, le cancer
représente un enjeu majeur de santé publique. Ces 40 dernieres années, les efforts
portés par la recherche médicale pour la lutte contre le cancer ont déja permis une
amélioration de la prise en charge et de la survie des patients atteints de cancer.
Toutefois, ces améliorations restent variables en fonction des types de cancers, de la
précocité du diagnostic, ou encore de la présence de métastases au moment du
diagnostic et de la mise en place du premier traitement.

Chez la femme, le cancer du sein avec les cancers colo-rectaux représente la
tres large majorité des cancers. Le cancer du sein revét donc une importance médicale
particuliere. Actuellement prés de 80 % des patientes atteintes d’un cancer du sein
présenteront une survie supérieure a 5 ans. Mais ces derniéres décennies, 1’absence
d’amélioration de la survie a 5 ans des patientes métastatiques atteintes de cancer du
sein explique I’intérét toujours présent de la recherche pour ce type de cancer.

Afin d’améliorer les connaissances scientifiques, médicales et thérapeutiques
sur le cancer, bon nombre de moyens sont disponibles pour les équipes de recherche.
Toutefois, face aux limites des modeles in-vitro, de plus en plus d’équipes
s’intéressent activement aux modeles in-vivo et notamment aux modéles animaux dont
les modéles murins. Ces modéles animaux présentent un grand nombre
d’applications : de la modélisation de la maladie et de son évolution pour la
compréhension des mécanismes génétiques, moléculaires et cellulaires du cancer aux
études pre-cliniques pour la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques.

Etant donné I’importance médicale de la connaissance des cancers du sein et
des modéles murins comme moyen d’étude de ces cancers, il sera présenté ici les
differents modeles murins existants (GEM (Genetically Engineered Mice), xénogreffes de

lignée cellulaire et enfin xenogreffe de tumeur primaire) ainsi que leurs apports
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specifiques et leurs limites pour la compréhension de la maladie cancéreuse et de son
évolution. La derniére partie du manuscrit reprend le protocole élaboré dans le
laboratoire de recherche d’Oncologie moléculaire de Marseille de Daniel Birnbaum
par une technique de xénogreffe de tumeur primaire de patientes en région
orthotopique sur des souris NOD/SCID afin d’étudier le développement métastatique.
Les prélevements proviennent de la banque de xénogreffe en cours d’¢laboration dans
I’équipe de recherche du Dr. Charafe-Jauffret. Ils ont été infectés par un lentivirus
portant le géne de la GFP (Green fluorescent Protein) et de la luciférase pour
permettre le suivi métastatique. Ce protocole, actuellement mis en place sur 4
xénogreffes différentes, nous a permis d’obtenir toutes les localisations métastatiques
classiquement retrouvées chez les patientes atteintes de cancer du sein. Il nous a
permis aussi de distinguer 2 «comportements» différents dans le développement de la
maladie métastatique en fonction des modeles animaux. Toutefois, la présence de
localisations métastatiques «atypiques» des cancers du sein humains chez les souris de
nos modeles, ainsi que le manque de stabilité de notre vecteur, nécessitent encore de
plus amples investigations. Enfin, ce protocole s’inscrit; dans un projet de recherche
plus large sur le criblage génomique des tumeurs et de leurs cellules souches

cancéreuses, en fonction de leur comportement métastatique.
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1. Le modéele transgénique, un modéle d’approche des

premiers stades de la maladie

Les modéles de GEM (Genetically Engineered Mice) sont utilisés depuis pres de 20 ans
dans 1’étude des cancers. IlIs permettent en premier lieu une approche pertinente et unique
pour investiguer les premiers stades de la maladie et notamment I’initiation spontanée de
tumeurs. Dans le cas du cancer du sein, on retrouve donc les stades classiques retrouvés chez
la femme : hyperplasie, adénome puis stades précoces (et tardifs) du carcinome.

Méme si la formation de métastases est plutdt rare dans ce genre de modele et
globalement limitée aux poumons et au systéme lymphatique, certains modéles de GEM

peuvent aussi étre utilisés dans le suivi de toutes les étapes du processus métastatique.

1.1 Le modele transgénique un bon moyen pour comprendre

I'origine génétique des tumeurs du cancer du sein (Tableau 3)

La majorité des modifications génétiques trouvées dans les cancers du sein se divisent en
2 catégories :

- le gain de fonction par mutation d’un proto-oncogenes (ex : c-myc, cyclin D1, ErbB-
2/Neu) qui régissent la croissance, la survie et les divisions cellulaires. La majorité des
gains de fonction retrouvés dans les cas du cancer du sein correspond a une
amplification de une a 3 régions chromosomiques (exemple : c-myc, ErbB-2 ou encore
la bande 11q13) [104].

- la perte de fonction par mutation de génes hommes « suppresseurs de tumeur », qui
régulent en général la croissance et le bon fonctionnement du cycle cellulaire. Les
pertes observées chez les patientes sont souvent des mutations de genes ou des pertes
d’hétérozygotie sur des régions multiples (ex : p53, PTEN, BRCA) [16] [33] [62].

Un bon moyen de mimer ces modifications génétiques est donc 1’utilisation de modeles de
souris transgénique exprimant un niveau élevé d’un géne spécifique dans un tissu cible et
connu comme jouant un role dans la pathogénicité tumorale. Alternativement, 1’extinction

d’un géne spécifique par recombinaisons homologues permet aussi d’approcher le réle de ce
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géne dans la progression tumorale (Figure 1). La derniere possibilité est la création de souris

bigéniques combinant les 2 techniques ou encore 1’utilisation de souris inductible.
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Figure 1 : Génération de souris GEM

A : Génération d’un modele transgénique : L'ADN recombinant portant
I'information génétique est introduit en général dans le pronucléus
male d’un oocyte fécondé. Il s’insere au hasard dans le génome.
L'oocyte
pseudogestante.

injecté est réimplanté dans [l'utérus d’une souris

B : Génération de souris knock-in et knock-out: La modification
génétique est introduite via un vecteur qui porte en général une région
de résistance a une drogue et une région homologue. La région
homologue définie la région spécifique d’intégration au génome. Le
vecteur est introduit par électroporation par exemple dans les cellules
souches embryonnaires de souris. Les cellules infectées sont
sélectionnées par I'ajout d’antibiotique. Ces cellules peuvent alors étre
implantées dans un embryon de souris et réimplantées dans une souris
pseudogestante. La souris chimérique est croisée avec une souris de
type sauvage pour obtenir des souris qui dérivent exclusivement des
cellules souches modifiées. Le terme knock-in est utilisé pour la
modification d’'un gene alors que le terme konck-out est réservé aux

souris ayant une délétion d’un géne (ou des genes).

D’apres Chen et Roop, Journal of Investigative Dermatology Symposium
Proceedings [40]
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1.2 La Construction du modeéle

Les modeles de GEM utilisés actuellement pour étudier 1’origine génétique des cancers
reposent sur I’activation ou I’extinction de geénes d’intéréts dans la glande mammaire murine

grace a des promoteurs spécifiques.

1.2.1 Les promoteurs

La majorité des modeéles transgéniques dans le cas du cancer du sein repose sur
I’utilisation de 2 promoteurs :

- MMTV : Mouse Mammary Tumor Virus long terminal repeat : promoteur viral actif
durant le développement mammaire et dont [’activit¢é augmente au cours de la
gestation [132]

- WAP (Whey Acidic Protein promoter) : uniquement actif dans la glande mammaire

lors du milieu de la gestation.

Ces 2 promoteurs sont donc dépendants du stade de 1I’animal et présentent une variabilité

individuelle selon les souris.

1.2.2 Les génes spécifiques classiquement retrouvés comme muteés
ou amplifiés dans les tumeurs primaires de cancer du sein

Les connaissances acquises ces derniéres décennies sur les altérations génétiques des cellules
cancéreuses humaines ont permis d’isoler un certain nombre de génes d’intérét suspectés
comme jouant un role central dans les fonctions de la cellule cancéreuse. Ces genes ont été

modifiés chez la souris pour étudier plus précisément leur réle dans la tumorigenése.

1.2.2.1 c-myc

Le géne c-myc est un facteur de transcription fréquemment amplifié dans les tumeurs
humaines [16] [91] et décrit comme jouant un réle important dans la progression du cancer du
sein [98] [151] [163]. Les modeéles de souris combinant cet oncogéne avec les promoteurs

MMTV ou WAP présentent un développement rapide (4 a 8 semaines) de tumeurs locales
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infiltrantes dans la glande mammaire murine ainsi que la formation de metastases

pulmonaires dans les modéles inductibles.

1.2.2.2 cyclin D1

La cyclin D1 régule I’activation des CDKs (cyclin-dependent kinase) lors de la
progression du cycle cellulaire, I’entrée dans la phase S et la réplication de ’ADN. Le geéne
portant cette protéine se trouve dans la région 1113 amplifiée dans 15-20% des cas de
tumeur primaire de cancer du sein [16] [24]. La longue latence avant la formation de tumeur
et la nature focale de la lésion laisse présager que cette protéine serait un promoteur de la
tumorogénicité nécessitant une autre modification génétique pour le développement d’un
carcinome mammaire. Elle serait un événement important dans 1’induction de tumeur par

activation d’Erb-B2 par exemple [99] [141].

1.2.2.3 ErB-B2 (= Neu. = HER?)

Un niveau élevé de 1’expression d’Erb-B2 se retrouve dans 20-30 % des cas de tumeur
primaire de cancer du sein par amplification du proto-oncogene [158] [160]. Il est associé a
un mauvais pronostic chez les patientes atteintes de cancer du sein [7] [77] [143]. Il est utilisé
comme un facteur prédictif de la résistance au tamoxiféne [133]. Il est aussi actuellement
utilisé pour cibler les patientes qui seront sensibles aux protocoles de chimiothérapie a base
de Trastuzumab® [159].

C’est un membre de la famille des EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) appartenant
aux récepteurs tyrosine kinase (RTK). Ces récepteurs forment des homo ou hétéro-dimeres en
réponse a l’activation par un ligand et a la phosphorylation de certaines tyrosines du
récepteur. La transduction du signal a lieu par liaison de ces tyrosines avec des domaines SH2
et SH3 présents sur certaines protéines endogeénes [49] [77]. La substitution valine-acide
glutamique sur le domaine transmembranaire du récepteur entraine 1’activation constitutive du
récepteur en I’absence de ligand. Le rdle oncogénique de cette anomalie a été découvert au

départ chez le rat dans les cas de neuroblastomes [150].
Bon nombre de modeles transgéniques ont confirmé le role direct d’HER2 dans la

tumorigenése dans le cas du cancer du sein. Toutefois, si 1’histologie des adénocarcinomes

des patientes présentant une tumeur HER2 positive et celles des souris transgéniques Neu sont
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tres proches [35] [68] [164], on ne retrouve pas de mutations identiques au modele murin chez
les patientes mais plut6t une surexpression du sous-type sauvage d’Erb-B2. La génération de
nouveaux modeéles ou le sous-type sauvage d’Erb-B2 est exprimé sous le control de MMTV a
permis la génération de tumeurs de morphologie proche des patientes et capables de

métastaser aux poumons [155].

1.2.2.4 Wnt-1

Les protéines de la voie de signalisation de Wnt-1 ont été isolées comme mutées ou
dérégulées dans certains types de cancer, dont le cancer du sein [15] mais la protéine Wnt-1
ne semble pas directement impliquée dans la formation de cancer du sein. Cette protéine ainsi
que d’autres membres de la méme famille sont exprimés de maniére constitutive dans la
glande mammaire humaine. Seuls certains membres (autre que Wnt-1) sont surexprimés dans

les cancers du sein [103].

Le géne Wnt-1 a été le premier gene reconnu comme amplifié suite a I’activation par

I’insertion virale de MMTYV dans les tumeurs mammaires murines.

Gene homologue du gene Wg (Wingless) de la drosophile, le géne Wnt-1 code pour
un membre appartenant a une grande famille de protéines qui sont riches en cystéine,
glycosylées et peu solubles. Un des réponses intracellulaires majeures de 1’activation de Wnt-
1 est la stabilisation et ’augmentation du niveau de BR-caténine cytosolique, protéine multi-
fonctionnelle impliquée dans 1’activation d’un grand nombre de geénes (c-myc, Cycline 1,

Cox-2 par exemple) [103].

1.2.2.5 La voie PI3 Kinase

Apres ’altération de la protéine p53, cette voie est considérée comme la plus affectée
par des altérations génétiques lors de développement de cancers et notamment de cancers du
sein [27]. Ainsi dans le cas des cancers du sein de type basal par exemple plus de 70% des
patientes présentent une altération sur un des composants de cette voie [109]. De plus,
I’identification des altérations génomiques et de leurs fréquences dans les différents sous-
types de cancer du sein prédisent la réponse des patientes a certaines thérapies ciblées [81]
[174].
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Le Phosphatidylinositol est un composant des membranes cellulaires des organismes
eucaryotes. La téte inositol de ce phospholipide peut étre phosphorylée sur différents sites par
une protéine de la famille des phosphoinositide kinases (PIKs). L’action de cette PIK sur son
substrat entraine la formation d’un second messager (PIP3 dans le cas de PI3K) qui est
responsable de la transduction d’un signal régulant de nombreuses fonctions cellulaires
comme la croissance cellulaire et 1’apoptose. La protéine PI3K a été décrite comme mutée
dans 26 % des cancers du sein [11] mais d’autres protéines telles que PTEN [22] [135], RAS

[148], ou encore AKT [8] sont connues comme dérégulées dans les cas de cancer du sein.

De nombreux modeles murins faisant intervenir cette voie par extinction ou activation
de protéines impliquées, ont confirmé le réle central de la voie PI3K dans la tumorigenése et
la progression de la maladie vers le stade métastatique. Ainsi I’inhibition de cette voie dans
les modeles transgéniques entraine la régression tumorale et une diminution des capacitées
métastatiques [114], alors que I’activation de cette voie est souvent le signe d’une plus grande
agressivité de la tumeur et d’une mauvaise réponse au traitement pour les tumeurs humaines
de sous-types basal [52] [148].

1.2.2.6 BRCA-1 et BRCA-2

Ces 2 geénes sont fortement impliqués dans les cas de cancer du sein héréditaire. Ils sont
mutés dans 90% des cas de cancers familiaux ovaire/sein [3] [133]. Des centaines de
mutations existent et il en résulte en général la production d’une protéine inactive

couramment tronquée.

BRCA1 et BRCA2 sont localisés respectivement sur les régions chromosomiques
17921 et 13g12-13 connues comme impliquées dans la réponse cellulaire aux lésions de
I’ADN suite a un stress en activant les processus de réparation de I’ADN [23]. La protéine
produite par BRCA1 par exemple, p220, est une protéine d’interaction avec la chromatine et

agit comme une ligase de I’ubiquitine E3 [156].

Le probleme des approches transgéniques portant sur ces genes est la viabilité du
modeéle et sa durée de vie. En effet, les souris homozygotes meurent au cours de
I’embryogeneése alors que les hétérozygotes ne semblent pas prédisposées a la formation de

tumeurs mammaires [107]. La création de modéles de mutants conditionnels a permis de

Page 21 sur 98



dépasser les difficultés a mettre en place ce modéle. La création de mutants Cre-Lox [149] a
permis I’excision de génes d’intérét dans des tissus spécifiques. Les génes situés proche de la
séquence Lox sont excisés par recombinaison spécifique par la séquence Cre. Dans ces
modeles ’instabilité génétique observée chez ces mutants corrobore le réle de BRCAL dans la

réparation de I’ADN et le maintien de I’intégrité du génome [184].

1.2.2.7 TP53

Il correspond au gene le plus communément altéré par delétion ou mutation dans les cas
de cancer du sein [58]. La protéine p53 est traduite suite a un ensemble de stimuli considérés
par la cellule comme un stress. Les roles de p53 sont multiples et expliquent la place clé de
cette protéine dans les différents cancers. Son role est central [173] dans :

- la mort cellulaire en intervenant dans 1’induction de I’apoptose, la sénescence ou

I’autophagie
- le cycle cellulaire en régulant les phases d’arrét du cycle cellulaire
- la stabilité du génome notamment par son réle clé dans la réparation de I’ADN

- ou encore I’angiogenése en inhibant I’HIF (Hypoxia Inductible Factor)

Les problemes rencontrés par les modeles transgéniques déficients en p53 sont multiples.
Les souris knock-out pour le gene p53 présentent un développement aberrant de différentes
tumeurs mais les tumeurs mammaires sont rarement observées. Les souris knock-out p53
développent des lymphomes et des tumeurs thymiques qui entrainent la mort de ’animal a un
age precoce [54]. La génération de certains mutants de p53, comme la substitution sur 1’acide
aminé 17229 (R172H) sous le control du promoteur WAP [102] a permis la création de
modeles beaucoup plus sensibles aux agents carcinogenes. De méme que BRCAL, la
formation de mutants Cre spécifiques du tissu mammaire a permis de générer des mutants p53

et d’étudier le réle central de ce gene dans la tumorogenése [108] [171].
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1.3 L’apport du modéle transgénique dans la compréhension

de la maladie métastatique

Il a été vu que ces modeles de GEM sont classiquement utilisés pour comprendre 1’origine
des cancers et les premieres phases de la tumorigenése. Toutefois, ce type de modéle
transgénique semble aussi présenter un intérét pour 1’étude des étapes les plus tardives de la

maladie et notamment de la maladie métastatique.

1.3.1 Signature génomique des cancers du sein métastatiques

L’étude des altérations génomiques des tumeurs a montré que certaines classes de génes sont
sélectivement activées ou réprimées sous certaines conditions. De plus, ces altérations
semblent varier selon les différents stades d’évolution du cancer. Ces deux observations sont
retrouvees dans les modéles de souris transgéniques mais aussi dans les tumeurs de patientes.
Par exemple, dans le cas d’infiltration cérébrale, COX-2, le ligand HBEGF de ’EGFR, et
ST6GAL-NACS ont été identifiés comme médiateurs pour le passage de la barriére hémato-
méningée [20] dans des modéles murins utilisant des lignées cellulaires de cancer du sein. On
note aussi que certaines cytokines telles que Cxcll12, Igfl et Pdgfa sont sélectivement

surexprimées dans métastases osseuses comparées aux autres metastases [82].

1.3.2 Etude des interactions tumeur-systeme immunitaire

Les modeles transgéniques présentent pour certains un avantage indéniable dans la
compréhension de certains processus mis en place dans le développement de la maladie
métastatique comme les interactions tumeur-systéme immunitaire. Seul ce type de modéle
présente 1’avantage d’utiliser des souris immunocompétentes. Le modéle MMTV-PyMT/Csf-
17" [105] correspondant & la déplétion des macrophages associés a la tumeur (TAM) illustre
le role de ces cellules dans la formation de métastases. Si ce modele ne voit pas d’effet
évident sur la croissance tumorale, on note toutefois une diminution des capacités
d’infiltration de la tumeur ainsi que de ces capacités métastatiques avec un retard a la
formation des métastases pulmonaires par rapport au modele MMTV-PyMT [110]. Dans le
modéle MMTV-PyMT, les TAMs expriment I’EGF (Epidermal Growth Factor) mais pas la
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tumeur. A contrario, la tumeur exprime ’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) alors
que les TAMs en sont dénués. L’existence de cette interaction entre tumeur et TAM semble
donc soutenir les capacités invasives de la tumeur [21]. La sécrétion d’EGF par les TAMs est
stimulée par les cellules T CD4" comme le prouve la déplétion des cellules T dans les
modéles MMTV-PyMT/Ragl”™ et MMTV-PyMT/IL-4"" [88]. Ces résultats suggérent un
réseau d’interactions entre les cellules du systéme immunitaire inné, les cellules de la réponse
immunitaire adaptative et les cellules cancéreuses dans 1‘invasion tumorale dans le cas du

cancer du sein.

1.3.3 Role des DTC (Disseminated Tumor Cells)

Une des hypotheses pour expliquer la généralisation de la maladie cancéreuse est
I’acquisition de variations génétiques permettant a certaines cellules de croitre dans un autre
organe et de former des tumeurs secondaires a distance du site primaire [61]. Pour étudier ce
phénomene, la transplantation dans des souris de tumeurs génétiqguement marquées, ainsi que
I’implantation de cellules tumorales manipulées génétiguement ex-vivo ont permis
I’identification des génes impliqués [76] [93]. Mais c’est 1’utilisation de modéles inductibles
transgéniques qui a permis la compréhension plus fine de ce phénoméne complexe. En effet,
I’introduction de cellules mammaires non tumorales directement dans la circulation sanguine
aboutit a une extravasion dans les poumons de cellules sans acquisition de phénotype
particulier. Par contre si les cellules injectées ont une induction d’un oncogene, elles sont
capables de donner ensuite naissance a la formation d’une tumeur secondaire dans le
parenchyme pulmonaire [138]. Ces résultats sont controversés et soulévent des interrogations
sur les réelles capacités des DTC précoces a former une tumeur dans un organe secondaire.
L’équipe de Kouros-Mehr [93] par exemple semble confirmer I’inefficacité de ces DTC a

initier une tumeur secondaire.

1.3.4 RO6le du microenvironnement dans la formation des métastases

L’importance du micro-environnement tumoral a émergé ces 10 derniéres années avec
I’émergence d’un nouveau concept dans lequel la tumeur est considérée comme un organe. Ce
concept s’oppose a la vision ancienne dans laquelle la tumeur est considérée comme une

masse de cellules autonomes. L’équipe de Farmer, en 2009, démontre enfin une signature
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stromale prédictive de la réponse des patientes, atteintes de cancer du sein, a certains
traitements de chimiothérapie [60]. Dans un organe, on retrouve différents types
d’interactions : cellules - matrice extracellulaire, cellules - cellules de méme type ou cellules —
cellules de types différents (stroma, épithélium...). La premiére preuve de ’importance de
I’environnement tissulaire dans le développement des tumeurs a été démontrée en 1984 par
David Dolberg et Mina Bissell sur des embryons de poulet [53]. Depuis I’utilisation de
modéles transgéniques a permis de confirmer le réle du microenvironnement dans le cancer
du sein [137] par des modéles d’activation de genes codant pour des protéines membres de la
famille des TGF (Transforming Growth Factor) permettant la création de souris résistantes a
I’induction de tumeurs par des carcinogeénes. De plus, 1’inactivation de TGFR dans le stroma
tumoral augmente la sensibilité des souris aux radiations [14]. La derniére preuve de
I’importance de ce microenvironnement est la preuve apportée par 1’équipe de Briksen du réle
central des signaux paracrines passant par le récepteur a ’ERa (Estrogen Receptor alpha)

[109] dans le développement et la prolifération de la glande mammaire.

1.3.5 Essais précliniques des agents thérapeutiques ciblant la
maladie métastatique

Un autre avantage des modeles de souris est leur utilisation facile et pertinente dans les
essais pré-cliniques pour I’évaluation de nouveaux agents thérapeutiques (antiangiogénique,
traitement humoral ciblé...) [50] [80] [127] [130]. Si on retrouve ce type de modeles dans une
multitude d’approches pré-cliniques, toutefois la difficulté a modéliser I’ensemble des sous-
types moléculaires du cancer du sein ainsi que les différences inter-espéces des cellules
cancéreuses font que dans certains cas le recours a des modeles de xénogreffes in vivo s’avere
nécessaire. L’avantage des modeéles de xénogreffes pour mimer les stades avancés de cancer
réside dans la pratique d’une résection chirurgicale de la xénogreffe primaire avant la mise en

place de la thérapie, mimant au mieux la situation clinique observée chez les patientes [57].
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1.4 Les limites des modéles GEM pour la compréhension

des cancers

Nous avons vu que les souris transgéniques permettaient de modéliser un certain nombre

d’¢léments de cancer du sein, mais elles présentent malheureusement aussi des limites.

1.4.1 Des différences cellulaires et métaboliques

1.4.1.1 Lataille des organismes

Une différence évidente entre 1’organisme humain et murin repose sur le nombre de
cellules. Ce nombre est trés supérieur chez I’homme et on note 10° plus de mitose dans
I’espéce humaine par rapport a I’espéce murine (10'° contre 10%). Cette différence
s’accompagne donc d’un risque fortement augmenté d’altérations, de modifications...
génétiques au cours des réplications successives ainsi que par la formation plus fréquentes
d’alléles mutants. Pourtant d’un point de vue épidémiologique, un taux de cancer similaire est
retrouvé chez ces 2 espéces et s’éleve a environ 1/3 de la population totale (sur une durée de

vie de 2-3 ans chez la souris et 70-80 ans chez homme) [73].

1.4.1.2 Le taux basal de fonctionnement du métabolisme

Ce taux est 7 fois plus élevé chez la souris, il en découle donc une production plus
élevée d’oxydants et d’autres mutagénes endogenes produits lors du fonctionnement normal
du métabolisme. Ainsi par kilo de poids vif, chez la souris, la production d’oxydants toxiques

pour I’ADN est 18 fois plus élevée que chez 1’homme [2] [5].

1.4.2 Des différences de sensibilité tumorale

Chez les souris de laboratoire, la majorité des cancers développes sont des lymphomes ou
des sarcomes. Chez I’homme ont retrouve en premier lieu des carcinomes. Les différences de
régime alimentaire ainsi que du mode de vie influent fortement sur les types de cancer
développés. Mais les processus moléculaires qui dictent ces différences profondes entre les 2
especes sur I’incidence de spécificité tumorale pour certains types de tissu ne sont pas encore

élucidés. Curieusement, on a observé que les mutants murins-Trp53, gene retrouvé le plus
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largement muté dans les cancers humains, développent beaucoup plus de cancers épithéliaux,

normalement minoritaires chez la souris [9].

1.4.3 Des différences moléculaires

1.4.3.1 Les anomalies génétiques

L’anomalie génétique majoritaire chez ’homme dans le cas des cancers est la
translocation non réciproque. Cette anomalie n’est en général pas retrouvée chez la souris
[10]. Elle devient tout de méme beaucoup plus fréquente chez les souris mutantes-Trp53 et
déficiente en télomérase [9].

1.4.3.2 Le role de la télomérase

Cette protéine est exprimée dans la majorité des cellules murines [140] mais rarement
dans les cellules humaines adultes. Cette expression permet 1’acquisition de propriétés
particulieres rendant les cellules murines plus réceptives a I’immortalisation et a la formation

de lignées cellulaires [123].

1.4.4 Des différences dans des voies de signalisation majeures

1.4.4.1 les voies p53 et Rb et la sénescence

La voie p53 semble avoir un role central dans la régulation de la sénescence chez la

souris mais il semble que ce soit la voie Rb chez I’homme [152] [186].

1.4.4.2 La voie PI3K

Chez la souris I’activation de la voie Raf-MAPK est suffisante pour la conversion
tumorigénique. A contrario, chez I’homme les effecteurs incriminés sont PP2A, RAL-GEF,
ainsi que plusieurs effecteurs de RAS [34] [69] [185].

Cet ensemble de différences physiologiques, métaboliques et génétiques entre 1’espece
humaine et murine illustre bien les difficultés toujours existantes a 1’utilisation des modeles

animaux pour reproduire parfaitement et étudier les maladies humaines.
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1.4.5 Le cas spécifique du cancer du sein

En ce qui concerne la glande mammaire, d’autres spécificités d’espéce sont retrouvées,

distinguant les cancers du sein chez la femme des cancers mammaires murins.

1.4.5.1 Les mutations mises en jeu, validité du modele Neu

On retrouve un grand nombre de modéles basés sur la modulation de I’expression
d’Erb-B2. Ce géne est retrouvé surexprimé dans 30% des cancers du sein chez la femme.

Mais dans la plupart des cas, la mutation murine ne correspond pas a 1’amplification du géne

retrouvée chez la femme [35] [68] [164].

1.4.5.2 La difficulté a obtenir des sous-types murins ER positifs

Environ 60% des cancers du sein chez la femme sont ER positifs et hormono-
dépendants au moins dans les stades précoces. Pourtant les modeles murins ER+ sont trés
rares [106]. Ceci illustre bien la difficulté a utiliser ces modéles dans des essais pré-cliniques
pour la validité de nouveaux agents thérapeutiques basés sur de I’hormono-thérapie ainsi que
la difficulté a générer tous les sous-types moléculaires retrouvés dans le cancer du sein chez la

femme.

1.4.5.3 La difficulté a obtenir 'ensemble des localisations métastatiques

L’inconvénient majeur noté dans les modéles transgéniques de cancers mammaires
réside dans la difficulté & obtenir I’ensemble des localisations métastatiques préférentielles
retrouvées chez les patientes développant une maladie métastatique suite a un cancer du sein.
Ainsi la majorité des modeles de GEM classés comme fortement métastatiques (Tableau 1)
présentent des métastases pulmonaires et/ou des ganglions lymphatiques de drainage de la
tumeur avec une forte spécificité (Figure 2). Ces localisations sont classiquement retrouvées
chez les patientes atteintes de cancer du sein métastatique. Toutefois les autres localisations
préférentielles telles les localisations osseuses et hépatiques ou a une moindre fréquence le

cérébrales sont extrémement rares [142].
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Figure 2 : Spécificité d'organes des modeles de GEM pour la formation de métastases [142]

Les modeles de GEM ont donc joué un réle capital dans la compréhension de la
maladie cancéreuse en apportant un «éclairage» important sur I’origine génétique des tumeurs
et le role des différents génes dans le développement tumoral. Leur utilisation dans la
signature génomique de la maladie métastatique démontre encore une fois I’utilité de ces
modeles pour I’étude des cancers. Toutefois, il existe toujours de nombreuses différences
histologiques, moléculaires et génétiques entre les cancers humains et murins. Ceci explique
donc I’intérét grandissant des équipes de recherche pour la création de nouveaux modeéles
animaux. Dans la deuxieme partie, est donc présenté un autre modele murin : la xénogreffe de

lignées de cellules cancéreuses humaines.
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des modéles de souris transgéniques métastatiques [89]

Tumeur primaire

métastases

Souche de souris transgénique Incidence Latence Incidence Latence Or_ganes références
. . cibles
(%) (semaines) (%) (semaines)
MMTV-PyMT 100 4-8 85-100 14 Po, NL
Modeéle de MMTV-Neu 100 28-33 75 32 Po
progression MMTV-NeuMP+ 100 12-20 75 14 Po
tumorale spontanée  MMTV-Wntl 60 32 Po, NL
WAP-Ras 100 25 14 Po
Modéle de MMTV-Neu ;PTP1B™ 40 3ans
L \ MMTV—PyMT;Aktl"' 100 30 37 Po
résistance a la ! n
formation de MMTV-PyMT,CD440 . 100 14 66’ 14 Po
HUMEUrs MMTV-PyMT;CSF-/l prop 8-10 Retardée™ Po
MMTV-PyMT;CD4™ 100 10-11 Atténuée* Po
MMTV-cre ;MMTV-p53Mxfiox 100 40-72 50 Po, Fo
MMTV-Neu ;WAP-p53R172H 100 22
Modeéle knock-out MMTV-Cre ;Brcal®”®;Trp53*" 100 20-25 Po,NL
de géne MMTV-Neu;MMTV-Cre;PTEN"/fox 100 6-7 87,5 Po,NL Schade (2009)
suppresseur de WAP-Cre ;Cdh1"fox: Tp53iox/flox 100 28-43 70 NL, Po, Fo,  Derksen (2009)
tumeur Ra, os, TD,
Pa, peau
MMTV-LMW-CyI-E ;Trp53"" 27 73-80 25 Po, Ce, NL AKkli(2007)
MMTV-rtTA; TetO-NeuNT 100 6 92 ? Po Moody (2002)
Modele murin MMTV-rtTA;TetO-MYC 86 22
inductible MMTV-PyMT;WAP-rtTA- Petites 2-8
Cre;GATA-" tumeurs

Ce : cerveau; Fo:foie; NL: noeud lymphatique ; Pa : pancréas ; Po : poumons ; Ra : rate ; TD : tube digestif ; retardée : absence de métastases a 22 semaines
alors que les souris control présentent des métastases pulmonaires entre 18 et 22 semaines ; atténuée : diminution de 30 % du développement de métastases

+H+

comparé aux souris CRD44™*; latence : temps nécessaire pour que la masse tumorale atteigne les 1,5 cm>. Lincidence et la latence pour les modéles murins
inductibles sont calculées a partir de I'induction par la tétracycline.
D’apres Kim 1.S, Biochimical and Biophysical research Communications, 2010 [89] et Rampetsreiter P, Drug Discovery Today : Disease Models, 2011 [142]
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2. Le modele de lignée cellulaire, un modele
reproductible et maitrisé pour la constitution de profil

génomique

Avec I’idée qu’il n’y a pas meilleur mod¢le pour étudier la diversiteé et la spécificité
des cancers humains qu’en utilisant des cellules humaines, I’autre approche pour étudier les
cancers avec notamment une perspective thérapeutique est 1’utilisation de xénogreffes de
cellules humaines en injection ecto- ou orthotopique. On s’intéressera donc dans ce

paragraphe a I’apport de cette technique par rapport aux modeles transgéniques.

2.1 La constitution du modeéele : sélection des animaux et

considérations techniques

2.1.1 Lerble du systeme immunitaire dans le développement tumoral

Deés les années 80, le rble du systeme immunitaire dans la réponse tumorale est prouve.
Ainsi, la présence importante de cellules médiatrices de I’immunité est inversement corrélée a
la capacité métastatique [17] [75]. Dans une famille, un faible taux d’activité des cellules
Natural Killer (NK) est aussi fortement associé¢ a 1’existence de cancers du sein familiaux
[165]. De plus, I’activité des cellules NK est en général absente dans les ganglions des

patientes fortement métastatiques [18] [74].

La littérature montre actuellement que de nombreux types cellulaires peuvent avoir un
réle dans le développement tumoral.

2.1.1.1 Les cellules NK

Les cellules NK représentent environ 1 a 2,5 % des lymphocytes périphériques et elles
semblent posséder une activité anti-tumorale [181] mais aussi contribuer au contréle du

développement des métastases [64] [166].
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2.1.1.2 Les cellules LAK Llymphokine-Activated Killer)

Les cellules LAK sont capables de tuer les cellules cancéreuses ainsi que les cellules
cancéreuses résistantes a la cytolyse de cellules NK [67].

2.1.1.3 Les macrophages

C’est en 1987 que I’équipe de Cumminns a mis en évidence I’existence d’une population
particuliere au sein des tumeurs : les TAMs (Tumor Associated Macrophages, macrophages
associés a la tumeur) [6] [84] [85]. Ces macrophages produisent une cytolyse non spécifique
mais leur présence a aussi été associée a un effet stimulant sur la progression tumorale du fait

de leur sécrétion de facteurs mitotiques [1].

2.1.2 Les modéles murins classiquement utilisés

Les modeles murins immuno-déficients semblent indispensables pour améliorer les prises

de greffes de matériel exogene d’une espece différente.

2.1.2.1 Nude (Nu)

Le phénotype Nude a été décrit la premiére fois en 1962 a Glasgow [129]. Il correspond
au phénotype le plus couramment comme modeéle murin immunodéficient. Les souris sont
mutées sur le chromosome 11. Les souris homozygotes sont athymiques [129], et présentent
donc une réponse antigénique T-dépendante faible [90]. On retrouve également une
maturation des cellules B défectueuse méme si les formes précoces semblent normales [180].
Par contre on observe une réponse des cellules NK augmentée comparée aux hétérozygotes ou
au phénotype sauvage [71] [87]. L’activité des cellules LAK et des macrophages est aussi
équivalente aux souris « normales » [70] [79]. Le faible pouvoir métastatique de ce modele
Nude est en partie expliqué par cette derniere propriété d’activité anormalement élevée des
cellules NK [64] [145] [178].

2.1.2.2 Beige (bg)

La mutation est localisée sur le chromosome 12. Les souris Beige homozygotes ne
présentent pas d’activité des cellules NK [146] [147] mais aussi des altérations des fonctions
des LT (Lymphocyte T), des macrophages et des ganulocytes ainsi qu’un dysfonctionnement

de I’aggrégation plaquettaire. Cette derniére anomalie explique en grande partie la préférence
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du modeéle Nude comparé a ce second modele. Toutefois des croisements bg/nu qui

combinent les déficiences immunitaires des 2 modeles sont possibles [42] [71] [83] [87].

2.1.2.3 Scid (severe combined deficiency mutation)

Le modéle SCID est devenu un des modéles actuellement les plus employés comme
modele murin immunodéficient. La mutation touche le chromosome 16 (homologue de la
région chromosomique 8gl1 humaine). Ces souris présentent des organes lymphoides sous-
développés et une différenciation et maturation des lymphocytes B et T défectueuses dues a
un defaut de formation des immunoglobulines [112]. La lignée B est en général indétectable
et les cellules T résiduelles sont en général non fonctionnelles [55]. Toutefois les cellules NK
et LAK ainsi que les macrophages semblent normaux [13] [56]. Ces souris présentent un
phénotype d’immunodépression beaucoup plus sévere que les autres modeéles

De facon générale, on peut remarquer que certaines lignées cellulaires de cancer du sein
peuvent donner des meétastases ou pas en fonction du modele murin immunodéficient choisi
[43] [183] sans que 1’on puisse élucider 1’origine de cette différence d’adaptabilité des

tumeurs a leur hote.

2.1.2.4 Nog

Le modele Nog est un autre modéle de souris immunodéficientes, issu du modele SCID,
créé dans les années 2000. Ce modele semblait plus propice aux xénotransplantations [78]
[150]. 11 est issu d™un croisement de 2 modéles murins. Le premier modele est le modéle NOD
(Non-Obese Diabetic) auquel on surajoute un KO (Knock-Out) pour la chaine yc de IL2-R. Le
deuxieme modele est le modéle murin SCID donnant naissance a des souris NOD/Shi-scid-
IL-2Rc. Ces souris présentent une déficience combinée des cellules B, T et NK et NKT
(Natural killer T).

2.1.2.5 Hypogonadal/scid (hpg/scid), modéle murin post-ménopause

Les souris Scid présentent une mutation a 1’origine de la production d’une protéine LHRH
non fonctionnelle car tronquée [36]. Comme chez les souris ovariectomiseées, le taux de LH et
FSH des souris Hpg/scid est non détectable [39] et permet de générer une souris
immunodéprimée avec un environnement endocrinien comparable a celui retrouvé chez les

patientes post-ménopause.
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2.1.3 Le choix du site d’injection

Il existe une multitude de preuve montrant I’importance du choix de la voie d’injection
dans la pertinence des modeles de xénogreffes. Si le site de référence de transplantation des
xénogreffes reste 1’inoculation dans le tissu sous-cutanée, il ne se présente pas clairement
comme le site optimal pour toutes les xénogreffes [43]. De plus en plus de preuves de
I’importance des interactions tumeur-h6te, ou encore tumeur-stroma dans la progression du
cancer et notamment le cancer du sein sont apportées dans la littérature [45] et illustrent les

limites de ce choix d’injection Sous-cutanée.

En 2005, I’équipe de J. Massagué pour les mémes lignées dérivées de SCP de MDA-
MB-231, observe des différences notables sur les sites métastatiques en fonction de la voie
d’injection [118] [119] choisie pour la xénogreffe. Ainsi les métastases montrent un tropisme
plus prononcé pour 1’0s lors d’injection intra-cardiaque et pour les poumons lors d’injection
intraveineuse a la veine caudale. Pour cette équipe de chercheurs, cette différence prononcée
peut étre mise sur le compte de I’incapacité des cellules humaines a circuler dans les
capillaires murins. Cette étude illustre bien les limites du modéle murin pour le
développement métastatique. Avec la volonté de s’approcher au plus prés du développement
métastatique des patientes, d’autres équipes ont essayé d’optimiser le modele de xénogreffes

en utilisant notamment 1’injection orthotopique. Les résultats sont variables selon les équipes.

En 2005, 1I’équipe de M. Rosenblatt [96] montre I’importance de 1’environnement de
I’organe ciblé lors de la formation de métastases. L ’introduction de fragments osseux humains
viables et fonctionnels sur le flanc de souris immunodéficientes perfectionnent le modele
murin dans le cas des métastases osseuses. Lors d’injection orthotopique, parmi les lignées
testées, seulement une, SUM1315, permet le développement de métastases sur le greffon
osseux humain. Quelle que soit la lignée, I’absence de métastase osseuse sur le squelette
murin leur permet de déduire qu’il existe une spécificité d’espéce forte dans ce type de
métastases. Cette spécificité semble étre limitée a 1’os car ils observent des métastases
pulmonaires chez les souris greffées avec certaines de ces lignees. Cette étude montre aussi
les difficultés toujours présentes dans la mise en place de ce genre de protocole. Notamment
I’existence d’un rejet du greffon tumoral par les cellules de la moelle osseuse du greffon
osseux fait obstacle au développement métastatique. Dans une étude plus récente de 2012 sur

I’étude des métastases osseuses de MDA-MB-231 a partir de I’injection de la tumeur primaire
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dans le site orthotopique [183], les résultats sont plutét décevants pour 1’obtention de
métastases. En effet, la mise en place d’un micro-environnement humain par implantation de
fragments osseux humains en position sous-cutanée n’a pas permis 1’observation de résultats
probants de métastases osseuses a distance du site primaire. Cette lignée pourtant connue
comme faisant des métastases osseuses en injection intra-cardiaque, s’avere peu capable de
franchir les premiéres étapes du processus métastatique en injection orthotopique. Pourtant
I’injection orthotopique semble le site le plus approprié pour la greffe de cellules cancéreuses
mammaires et ce site est maintenant utilisé en routine [44] [29] [168]. Comparé a I’injection
sous-cutanée, 1’injection orthotopique peut augmenter significativement le taux de prise de

greffe et de facilité métastatique dans certains cas [94] [117] [121] [177].

2.1.4 L’apport du matrigel

Cette membrane artificielle joue deux roles principaux :

- Une barriere protectrice contre I’action des macrophages et des cellules NK et LAK

- Une matrice structurale permettant un attachement des cellules cancéreuses ainsi
qu’un accés a des molécules ayant une action mitotique (fibronectine, laminine,

collageéne de type IV...)

2.1.5 Lacorrespondance des modeles in-vitro et in-vivo

Les caractéristiques phénotypiques des lignées cellulaires semblent conservées lors de
leur passage dans I’animal. Ainsi le statut ER positif/négatif, PGR (Progesterone Receptor)
positif/négatif, hormono-dépendant ou non, réponse ou non aux anti-oestrogenes, ainsi que
leur résistance ou non aux drogues [43] semblent étre identiques entre la lignée et la tumeur

primaire obtenue sur I’animal.
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2.2 L’apport des allogreffes par rapport aux modeles GEM

Le principe de 1’allogreffe repose sur la greffe de matériel organique (ici tumoral) dans
un individu de la méme espece. La particularité des allogreffes par rapport aux modeéles

GEMs est donc I’utilisation de lignées cellulaires murines greffées a des souris hotes.

Comparé aux modeles de GEM, ce modele présente des désavantages majeurs comme
I’absence des premiéres étapes de la tumorigenéese et de I’initiation tumorale mais d’autres
certains aspects rendent ce mode¢le tout a fait intéressant et en particulier pour 1’étude des

caractéristiques de la maladie métastatique.

Il a été vu que les modeles GEM sont connus comme rarement métastatiques et
comme difficilement organe-spécifiques. Dans le cas des allogreffes de lignées murines,
certains laboratoires ont rapidement réussi a obtenir des sous-populations ayant des capacités
métastatiques différentes. Cette observation ouvre la porte a une caractérisation moléculaire
de cellules cancéreuses ayant des capacités spécifiques [12] [25] [122]. Ainsi pour certaines
lignées, 2 sous-populations arrivent a étre isolées : les fortement métastatiques et les non
métastatiques. Les mécanismes expliquant le défaut de certains sous-types a former des
métastases peuvent donc étre plus facilement appréhendés méme si non encore entiérement
élucidés. Classiquement les lignées étudiées sont les lignées 67, 168, 66, et 410.4. Ces lignées
ont été isolées d’une tumeur mammaire spontanée d’une souris Balb/cfC3H. Méme si leur
origine est commune, les différences phénotypiques sont évidentes. L’isolement de la sous-
population 4T1 de 410.4 présente un intérét tout particulier car elle métastase a toutes les
localisations classiquement retrouvées (poumons, foie, os et cerveau) chez les patientes
métastatiques ayant contracté un cancer du sein. La sous population 67NR issue de la lignée
67 est quant a elle non métastatique. La compréhension précise des altérations génétiques

spécifiques de ces différentes sous-populations demande encore a étre approfondie.
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2.3 L’apport des xénogreffes dans la compréhension de la

progression du cancer du sein

Les cellules cancéreuses humaines étant directement injectées dans la souris, cette
technique ne permet pas 1’¢tude des stades trés précoces de I’initiation tumorale. En revanche,

cette technique est actuellement amplement utilisée dans 1I’étude de la progression tumorale.

3 lignées sont communément utilisées dans ces modéles de xénogreffes : MCF-7 [162],
ZR-75-1 [59] et T47D [86], lignées hormono-dépendantes dérivées pourtant de patientes post-

ménopausées.

2.3.1 L’acquisition d’un phénotype hormono-indépendant

La majorité des tumeurs ER/PR positives répond aux traitements anti-oestrogénes mais
dans les stades les plus avancés, ces tumeurs vont acquérir un phénotype résistant [46]. In
Vivo, cette résistance s’acquiert suite a une forte dose ou une exposition prolongée aux
drogues anti-hormonales [26] [66] [125]. La création d’une lignée dérivée de MCF-7, MCF-
7/LCC2, a permis la formation d’une lignée résistante au triphényléthylene (molécules
présentant une action anti-oestrogéniques mais ne présentant pas la structure caractéristique
des molécules stéroidiennes) mais pas aux anti-cestrogénes stéroidiens par analogie a ce qu’on
retrouve chez les patientes [43]. Dans ces lignées cellulaires implantées in-vivo, 1’absence de
réponse aux traitements antihormonaux s’accompagne en général du maintien de 1’expression
de ’ER comme observé couramment chez les patientes atteintes de cancer du sein [28] [29]
[44].

2.3.2 Lacréation de modeles résistants aux drogues

Un des modeles couramment employé dans les modéles résistants aux drogues est le
modéle MCF-7"PR sélectionné in vitro pour sa perte de sensibilité a la doxorubicine et sa
surexpression de gp170 (P-glycoprotéine, PGP) produit par le gene MDR-1. Cette lignée est
aussi présentée comme ER-négative et comme résistante aux anti-cestrogeénes [175]. Il
semblerait aussi que ce modeéle présente d’autres mécanismes de résistance aux drogues

(comme la résistance a I’ADR (adriamycine)).
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Un autre modéle est la lignée dérivée MDA-435/LCC6"PR? par transduction avec
I’ADNc MDR-1. Les caractéristiques générales de la lignée sont conservées comme sa
propension a proliférer rapidement en tumeur solide et a former des ascites malignes [100].
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2.4 Apport des xénogreffes dans la compréhension du

processus métastatiques

2.4.1 Vers la création de modeéles murins fiables (Tableau 2)

Les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-435 produisent des tumeurs localement invasives
(infiltrantes) mais aussi de facon reproductible des métastases pulmonaires et dans certains
autres organes [30] [139]. Le modele MCF-7 transfecté avec FGF-4 présente aussi un taux
élevé et reproductible de métastases provenant de la voie hématogene qui pourrait étre du a
I’augmentation de son potentiel angiogénique [116]. D’autres variants issus de MCF-7 (MCF-
7IMIII et MCF-7/LCC1) présentent un potentiel métastatique exacerbé pouvant générer des
métastases empruntant la voie lymphatique ou hématogene mais de reproductibilité et

d’incidence trop faibles pour générer un modele métastatique fiable [29] [44] [168].

2.4.2 Vers la création de profils génomiques métastatiques
spécifiques d’organes

L’équipe de J. Massagué a sélectionné la lignée MDA-MB-231 pour essayer de mieux
connaitre les propriétés génétiques spécifiques des métastases des patientes atteintes de cancer
du sein. La greffe de cette lignée a des souris BALB/c nudes a permis d’identifier des
signatures géenomiques spécifiques des localisations métastatiques (poumons, 0s, cerveau).
Ces signatures issues de ces modeles murins semblent garder leur pertinence quant elles sont
appliquées aux patientes [20] [118] [119].

2.4.3 Vers la compréhension du concept des cellules souches
cancéreuses

2.4.3.1 L’émergence du concept

L’évolution d’une cellule normale vers un phénotype cancéreux requiert la dérégulation
d’un grand nombre de processus cellulaires. Le modéle classique de carcinogénese, le modele
stochastique repose sur 1I’accumulation d’éveénements indépendants et aléatoires dans des
cellules différentes donnant a terme différents clones tumoraux et donc 1’hétérogénéité

tumorale. Ce modele est mis a mal depuis 15 ans avec I’émergence d’une nouvelle hypothese
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basée sur la connaissance plus approfondie des leucémies considérant une origine unique de
I’hétérogénéité tumorale : la cellule souche cancéreuse (CSC) [19] [97] [157]. Cette cellule
souche cancéreuse présente des caractéristiques particuliéres in-vitro et in-vivo permettant de
la différencier des cellules tumorales « classiques » : auto-renouvellement, capacité de
différenciation, forte tumorogenicité, capacité a pousser en milieu non adhérent (capacité a
faires des sphéres), mais aussi un potentiel métastatique élevé [63]... La solidité de ce dernier
modéle, dit modéle hiérarchique, semble se confirmer actuellement dans un grand nombre de
tumeurs solides : c6lon, poumons, pancréas, et sein notamment. Ces CSC, grace a leur
caractére quiescent se présenteraient aussi comme une population résistante aux traitements
de chimiothérapie classiques agissant sur les cellules en mitose, a tel point qu’on pourrait

assister a un enrichissement de la tumeur en CSC suite au traitement [101].

2.4.3.2 L’apport des modéles de xénogreffes pour la compréhension du réle
des CSC

L’¢équipe d’Al-Hajj en 2003 montre que la population de cellules souches cancéreuses
peut étre isolée sur 1’expression de marqueurs particuliers (CD44+/CD24'/'°W/Lin'). Cette
population est capable de former une tumeur suite a I’injection de 100 cellules dans des souris
NOD/SCID. Ces cellules présentent des caractéristiques communes avec les cellules
identifiées comme CSC in-vitro. A contrario, 20 000 cellules ne présentant pas ce phénotype
sont incapables de reformer des tumeurs in-vivo [4]. L’initiation tumorale semble donc étre
I’apanage de ces CSC. Mais ces cellules souches ne semblent pas présenter uniqguement un
réle promoteur de la tumorigenése et semble aussi jouer un réle dans la formation des
métastases. Ainsi plusieurs équipes s’intéressent aux relations qui peuvent exister entre CSC
et métastases. En 2009, I’équipe d’E. Charafe-Jauffret grace a [’utilisation d’un autre
marqueur ALDH-1 (Aldéhyde Déshydrogénsase), propre aux cellules souches et I’utilisation
d’un modele murin de souris NOD/SCID, montre les capacités métastatiques accrues de la
sous-population ADH-1 positive comparée aux cellules tumorales n’exprimant pas ce
marqueur [38]. L’équipe de F. Clarke, la méme année, confirme les capacités métastatiques de
ces CSC isolées cette fois par leur marqueur CD44 [108], grace a des modeles de souris
NOD/SCID. Il confirme aussi par cette étude la capacité de différenciation et d’auto-
renouvellement des CSC. Ceci est démontré grace a 1’étude de la répartition du marqueur
CD44 dans les métastases pulmonaires. Les métastases pulmonaires étudiées sont obtenues
suite a des greffes dans le coussinet graisseux (mammary fad-pad) de métastases pulmonaires

provenant d’une génération antéricure de souris. Cette génération antéricure de souris a été
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xenogreffée avec une lignée cellulaire de cancer du sein, et a développé des métastases a

distance.

Les modeles de xénogreffes apportent donc une nouvelle approche dans la
compréhension de la maladie métastatique. L’utilisation de matériel tumoral humain rend ce
modele intéressant pour reproduire différents sous-types tumoraux et les différences
d’évolution de la maladie retrouvés chez la femme et non reproductible par les modeles de
GEM. Ce modele a permis aussi une meilleure compréhension cellulaire du cancer du sein
humain, notamment avec la découverte des CSC. Mais le passage in-vitro peut limiter
I’analogie entre les tumeurs de patientes et les tumeurs xénogreffées provenant de lignées
cellulaires. Afin de rester toujours au plus prés des caractéristiques histologiques,
moléculaires et génétiques de la tumeur d’origine, une nouvelle technique, la xénogreffe de
tumeur primaire, a émerge depuis quelques années. Cette technique est présentée en troisiéme

partie.
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des lignées cellulaires pour I'étude des métastases (pour les tumeurs mammaires de sous-type luminal et basal)

cellulaires tumoral orélevement moléculaire  ER PR ErbB2  SMe mjecton Nompres de _focalisation Latence ReTerences
cellules (semaines)
Veine caudale 2x10° Po 8-15
MDgiv'B' AK EP Basal B : : orthotopique 5 x 10°1x 10° Po, Fo, Ce 5.9
intracardiaque 1 x 10*-1x 10° Ce, 0s 4
MDA-MB- KCI EP Basal B - - orthotopique 2x10° Po 9
435
MDA-MB- AK EP Luminal - - + intracardiaque 1x10° 0s 4
453
SUM1315 KCA NMC Basal B - - orthotopique 1x10° Po, os 8-12
SUM149 KC inf TP Basal B - - Veine caudale 2 x 10° Po 8
BT-474 KCI TP Luminal + + + intracardiaque 1x10° 0S 4
MCF7 KCA EP Luminal + + orthotopique 1x 10° NL, VL 12
T47D KCA EP Luminal + + orthotopique 1x10° NL, VL 12

AK : adénocarcinome ; KCI : carcinome canalaire invasif ; KCA : carcinome canalaire infiltrant ; KC Inf : carcinome canalaire inflammatoire ; EP : effusion pleurale ;
NMC : nodule métastatique cutané ; TP : tumeur primaire ; Po : poumons ; Fo : foie ; Ce : cerveau ; NL : nceud lymphatique ; VL : vaisseau lymphatique ;
D’apreés Kim 1.S, Biochimical and Biophysical research Communications, 2010 [89]
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3. Les xeénogreffes de tumeurs primaires : pour
s’approcher au plus prés des -caractéristiques

phénotypiques et geénotypiques des tumeurs des

patientes

La xénogreffe de tumeur primaire de patiente est une technique qui consiste a greffer
directement chez 1’animal le prélévement chirurgical humain sans étape de culture cellulaire
préalable. Donc contrairement aux xenogreffes de lignée cellulaire, les cellules tumorales
humaines ne connaitront pas d’étapes in-vitro susceptibles de modifier leur génome avant leur

greffe sur I’animal.

3.1 Quels apports de cette nouvelle technique dans la

compréhension des cancers ?

La nécessité de cette nouvelle technique a émergé avec la difficulté des autres modeles
a représenter et résumer I’ensemble des sous-types moléculaires retrouvés dans les cancers en
général ; et donc les cancers du sein pour ce qui nous intéresse. Les lignées cellulaires déja
existantes ainsi que les modéles de GEM méme s’ils permettent de représenter assez
fidelement les cancers du sein humains ne permettent pas de balayer tout 1’ « éventail » des
variétés génomiques et transcriptomiques des tumeurs de cancer du sein observés chez les
patientes. L’étape d’immortalisation par exemple lors de la fabrication d’une lignée cellulaire,
modifie les caractéristiques phénotypiques et génomiques des cellules tumorales. Pour les
modeles de GEM, la difficulté & représenter toute 1’hétérogénéité des cancers du sein pourrait
présager de la difficulté a produire a priori des modéles de mutations polygeniques sans

connaitre 1’(les) origine(s) de I’initiation des tumeurs.

Actuellement quelques études commencent a apporter les preuves de la pertinence de
ce nouveau type d’approche de xénogreffe directe de tumeur de patientes pour étudier

I’hétérogénéité des propriétés génomiques, des comportements, et des évolutions des
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differents cancers du sein. Ainsi Petrillo et son équipe montre déja la concordance de pattern
d’expression des genes de la xénogreffe avec la tumeur primaire de la patiente dont elle est
issue [136]. L’équipe de Welm prouve la concordance d’évolution clinique et de

comportement tumoral entre la xénogreffe et la tumeur primaire de la patiente [51].

A la lumiére de notre connaissance actuelle, le clinicien retrouve toujours des
difficultés a établir un comportement « type » d’un sous-type moléculaire de cancer du sein a
une thérapie donnée. Ainsi 1’étude de P. Cottu montre tout I’intérét de cette approche de
xenogreffe directe de tumeurs primaires sur des souris immunodeéficientes pour reproduire la
diversité des comportements d’'un méme sous-type moléculaire (dans ce cas le sous-type
luminal) vis-a-vis des traitements de chimiothérapie (ici I’acquisition d’hormono-résistance)
[48].

Cette approche permettrait aussi de tester des thérapies ciblées sur des cellules souches
cancéreuses en phase de recherches précliniques ainsi que 1’étude des propriétés
fonctionnelles des cellules aprés traitement ou encore la compréhension des mécanismes en

relation avec les sous-types moléculaires de cancer du sein (Tableau 3).
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3.2 La constitution d’'une banque de xénogreffes de tumeurs

primaires humaines

Afin d’avoir accés a ’ensemble des sous-types moléculaires de cancer du sein ainsi qu’a
la plus grande variété possible des spécificités tumorales retrouvées chez les patientes

atteintes de cancer du sein, ces banques de xénogreffes commencent a étre constituées.

3.2.1 Contrainte

La premiére contrainte a la constitution de cette « xéno-banque » est la difficulté de
prise de greffe initiale de la tumeur primaire de patiente directement implantée en région
orthotopique chez la souris sans étape d’immortalisation préalable. La différence d’espéce est
donc la premiére barriere a franchir. Pour optimiser au maximum la prise du greffon étranger,
le modeéle de souris a choisir est donc le plus immunodéprimé possible, le choix a été fait sur
le modéle NOG (NOD/SCID/IL2R™" [32].

La deuxiéme contrainte est I’efficacité a reproduire un environnement autour de la
tumeur propice a son initiation et a son expansion. En effet, le stroma murin s’est avéré
insuffisant pour concourir a la reconstitution du tissu épithélial mammaire humain normal
[126] [153]. Récemment la mise en place d’une nouvelle technique par 1’équipe de
Kupperwasser consiste a greffer des fibroblastes d’origine humaine dans la glande mammaire
murine et a permis la constitution d’un tissu conjonctif chimérique propice a la croissance du
tissu mammaire humain dans la glande murine. Ce micro-environnement « humanisé » permet

la reconstitution d’un arbre mammaire normal et fonctionnel.

3.2.2 Approche expérimentale

Cette technique de xénogreffe se divise donc en plusieurs étapes [32].
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3.2.2.1 L’humanisation de la glande mammaire murine

Apres résection de la majorité du tissu épithélial murin sur des souris de moins de 3 a
4 semaines, des fibroblastes humains en partie irradiés (4 grays) dans le résidu de tissu
mammaire murin sont réimplantés. Le choix de I’age des animaux a cette étape est capital
car la colonisation du coussinet graisseux par I’épithélium mammaire murin n’a pas
encore eu lieu sur ces animaux pré-pubéres. L’irradiation des fibroblastes humains est
aussi une étape importante permettant 1’activation physiologiques des cellules qui vont se
mettre a produire des protéases, des proteines matricielles et des facteurs de croissance. En
dernier lieu, les fibroblastes sont réinjectés apres leur suspension dans du matrigel
permettant la constitution d’une matrice de maintien et d’apport de facteurs protéiques
(figure 3).

; : oy 2- Humanisation : injection de fibroblastes
1- résection de la glande mammaire :

clearing du fadpad
250K irradié (production de facteurs de croissance)
250K non irradié (développement du stroma)
Incision + Matrigel (facteur de croissance+gel= structure 3D)
Nceud lymphatique

Vascularisation

— s
Injection des (}\ <G
Q |

enV fibroblastes \&
=D = A
I/ ®
4
4éme pajr . )
- de glande e Fadpad « clearé » o
mammaire < S

Souris de 4 semaines

Figure 3 : Humanisation de la glande murine

Les souris de 4 semaines sont anesthésiées grace a I'association (xylazine+kétamine) complétée par un
anti-inflammatoire (méloxicam). Aprés I'incision, le nceud lymphatique mammaire est repéré grace a la
vascularisation en V. L’apex de la glande mammaire est retiré, et la suspension de fibroblastes (irradiés
+ non irradiés + matrigel) peut étre injectée dans le résidu de glande mammaire.

D’apres O. Cabaud, STAL, 2011 [32]
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3.2.2.2 La greffe des cellules tumorales (Figure 4)

La greffe de cellules tumorales a lieu au moins 15 jours aprés I’humanisation. La biopsie
de la patiente est traitée dans la journée par un procédé mécanique puis enzymatique
permettant la dissociation des cellules tumorales. Les cellules peuvent alors étre préparées en
suspension unicellulaire dissociée dans du matrigel puis réimplantées dans la glande
mammaire «humanisée ». Pour augmenter la prise de greffe tumorale et mimer
I’environnement hormonal humain, des implants a libération prolongée de 17R-oestradiol sont

implantés en localisation sous-cutanée en région inter-scapulaire.

Xenogreffe Orthotopique de la glande mammaire murine

-—p @ —p E%&Og;) = lea:gsi_’gelm

Masse Cellules
Tumorale dissociées

injection des
; . 5 e cellules tumorales
15 jours post humanisation (minimum)

i),
Souris NOG ;"%k )

-@*

Glande Mammaire | f tati
Murine Humanisée mpilantation

Galet 17-B-oestradiol

Croissance Tumorale - i .

Figure 4 : Protocole de greffe de cellules tumorales

La piéce chirurgicale est traitée dans la journée par dissociation mécanique et
enzymatique (collagénase+hyaluronidase). Les cellules dissociées sont resuspendues dans
du matrigel et injectées dans la 4°™ paire de glande mammaire de souris NOG (étape 1).
Pour mimer le cycle hormonal de la femme, un galet de 17-R-cestradiol est placé en
position sous-cutanée en région inter-scapulaire (étape 2).

D’apres O. Cabaud, STAL, 2011 [32]
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3.2.3 Constitution de la banque

Tous les échantillons primaires issus des tumeurs des patientes implantés chez la
souris ne pourront pas entrer dans la constitution de la banque. En effet, une période de 1 an
est fixée comme période limite aprés implantation des cellules tumorales pour décider de la

non-prise de la greffe et le sacrifice des animaux.

Lors de la prise de greffe, les souris sont sacrifiees lorsque la taille tumorale maximale
éthiquement acceptable est atteinte (10 mm de diametre). La masse tumorale récupérée subit
une validation vis-a-vis des caractéristiques initiales de la tumeur primaire de patiente. La
validation a lieu par une comparaison histologique, génomique et transcriptomique de la

tumeur de la patiente avec son équivalent produit sous forme de xénogreffe.

Des passages sériés de la xénogreffe initiale sont effectués sur des souris NOG afin
d’augmenter la disponibilité des échantillons exploitables pour la mise en ceuvre d’approches
complémentaires par la suite. Ces passages successifs nécessitent a chaque fois une validation
histologique, génomique et transcriptomique pour vérifier la pertinence biologique de
I’échantillon par rapport a la tumeur primaire. Cette caractérisation est essentielle pour les
passages tardifs ou une dérive des tumeurs vers des aptitudes tumorogenes et métastatiques
augmentées est observée [176]. L’équipe de Charafe-Jauffret expliquerait cette dérive par une
sélection clonale au sein de I’hétérogénéité cellulaire de la tumeur primaire lors des passages

sériés [32].

Les échantillons de xénogreffes des différents passages sont conservés par congeélation

en suspension unicellulaire.
Par cette technique, la prise de greffe avoisine les 30% et 4 des sous-types

moléculaires de cancer du sein ont déja été établis sous forme de xénogreffes primaires (pour

I’équipe de E. Charafe-Jauffret).
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des avantages et inconvénients des différentes techniques de modéles murins

Avantages Inconvénients
> Potentiel de propagation élevé défaut de représentativité de 1’hétérogénité tumorale des tumeurs
» Manipulation génétique aisée primaires
» Reproductivité/conditions expérimentales maitrisées défaut de concordance des différents sous-types moléculaires entre
» modeéle de cancer hormono-dépendants les patientes-et les modéles murins
Modéle de lignée > possibilité_d’isoler des populations initiatrices de tumeur et défaut de repr'és_enta_\tivité de la totalité desf sous-types moléculaires
. stem cell-like (absence de distinction des sous-types luminaux)
cellulaire , e . . . .. . . on s ) . R
» étude de I'implication de certaines voies de signalisation animaux immunodéficients donc peu d’interactions tumeur-systéme
dans les étapes du développement tumoral immunitaire
niveaux d’expression des geénes pouvant étre différents entre le
modele murin et les patientes atteintes de cancer du sein
» correspondance des caractéristiques histologiques, et difficulté a obtenir certains sous-types moléculaires peu agressifs
phénotypiques entre la tumeur primaire de la patiente et la (luminal A)
tumeur murine animaux immunodéficients donc probléme pour étudier le réle du
. ) » correspondance du sous-type moléculaire entre la tumeur systeme immunitaire dans la progression tumorale
Modele de xénogreffe imaire de la patiente et la tumeur murine d d’une réell dance de I’évolution de |
de tumeur primaire primaire Qe a patiente € u 'U U’ © pcu e_preuves unf: recile COI’I‘GSPOH ,ance € ! cvolution de 1a
» conservation de toutes les mutations génetiques des cancers maladie entre la patiente et la souris xénogreffée
du sein chez la femme absence de réponse des cellules tumorales a certains facteurs de
» modeéle de cancer hormono-dépendant I’hote
» obtention de toutes les localisations métastatiques
» correspondance des genes inducteurs de tumeurs chez les niveaux d’expression des génes pouvant étre différents entre le
patientes et les modéles murins modeéle murin et les patientes atteintes de cancer du sein
» modele immunocompétent probléme de ciblage sélectif des cellules a I’origine de la tumeur
» parrallélisme génétique des régions mutées ou amplifiées probléme de correspondance de type histologique entre les tumeurs
. - entre les patientes et ce modele murin primaires de patientes atteintes de cancer du sein et les tumeurs
modele transgénique > 6 X . T .
étude des genes et de leur voie de signalisation impliqués murines
dans la formation et la progression tumorale probléme de fréquence métastatique peu élevée et de localisation
» meilleur contréle du minutage de 1’expression ou la perte de quasi-exclusivement aux poumons
géne ainsi que la sélectivité a un tissu tumeurs majoritairement hormono-indépendantes dans les modéles
» possibilité d’induction des génes murins
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4. Un nouveau modele murin de xénogreffe de tumeur
primaire de patientes pour I'étude de la maladie

métastatique dans le cas du cancer du sein

Il a été presenté dans les premieres parties de cette thése, les 3 modéles murins les plus
utilisés dans les laboratoires de recherche pour étudier les cancers du sein. Le but de cette
derniére partie est de présenter la mise en pratique du modéle murin le plus récent, la
xénogreffe de tumeur primaire, pour 1’étude de la maladie métastatique par une technique de
suivi par fluorescence. Cette étude a été menée au sein des laboratoires de recherche de
I’Institut Paoli-Calmettes en partenariat avec le CRCM (Centre de Recherche contre le Cancer
de Marseille) dans I’équipe de M. Daniel Birnbaum sous la responsabilité du Docteur E.
Charafe-Jauffret. En premier lieu, nous présenterons brievement les caractéristiques de la
maladie métastatique ainsi que le role des CSC dans cette maladie métastatique puis nous
exposerons. Le protocole établi au sein du laboratoire pour étudier la maladie métastatique,
ainsi que les premiers résultats obtenus par cette nouvelle approche. Une discussion des
résultats ainsi que les perspectives ouvertes par ce nouveau protocole terminent cette partie

expérimentale.

4.1 Pourquoi s’intéresser a la maladie métastatique chez
’homme ?

Le stade métastatique est 1’étape ultime de la progression des tumeurs solides malignes. Il
se caractérise par I’apparition de tumeurs secondaires dans des organes différents de la tumeur
primaire et a distance du site primaire. Il est responsable de la majorité des causes de mortalité
due au cancer.

L’intérét clinique de détecter le plus préecocement possible ce stade métastatique repose
sur I’impact pronostique, retrouvé dans certaines pathologies, de la présence de
micrométastases medullaires ou de cellules circulantes, avant méme qu’une métastase soit
constituée [128]. D’un point de vue clinique, 2 grandes phases évolutives des cancers peuvent
donc étre définies : le cancer localisé dont le pronostic est favorable dans la majeure partie des

cas et la maladie métastatique, incurable dans tous les cas.
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4.1.1 Laconception actuelle : la maladie métastatique, une maladie
séquentielle

L’hypothése classiquement admise pour expliquer le passage de la maladie localisée a
I’apparition de métastases est I’acquisition séquentielle par quelques cellules tumorales de la
capacité a franchir un ensemble d’étapes successives: invasion locale, extravasation,
interaction des cellules tumorales circulantes (CTC) avec les éléments figurés du sang, arrét,
extravasation, nidation dans un nouvel organe et prolifération finale, et ce apres une phase de
dormance des éléments tumoraux plus ou moins longue [37] [47] (figure 5). Etant donné le
nombre d’étapes a franchir par ces cellules, le développement métastatique est considéré
comme un processus exigeant et peu « efficace ». La grande majorité des cellules de la masse
tumorale primaire ne donneront donc pas de CTC, et bon nombre des CTC ne s’implanteront
jamais pour donner de nouvelles tumeurs a distance du site primaire. Une des étapes jugées
comme la plus critique dans 1’avancée de ce processus est le passage de la barriéere
endothéliale par des cellules tumorales d’origine épithéliale. En effet, aucun modele
n’apportait une réponse convenable pour expliquer comment des cellules programmées pour
étre en interaction permanente avec leur environnement et en liaisons étroites avec leurs
voisines du méme tissu pouvaient « abandonner » toutes ces propriétés pour partir dans la
circulation sanguine. C’est la découverte d’un processus physiologique mis en place durant le
développement embryonnaire et permettant la «conversion » des cellules dun profil
épithélial vers un profil mésenchymateux, I’EMT (transition épithélio-mésenchymateuse)
[134] [167], qui a permis d’apporter une réponse satisfaisante a cette question. Durant
I’activation de I’EMT, les cellules subissent des changements morphologiques avec
réorganisation du cytosquelette, répression des protéines d’adhésion et perte des marqueurs
épithéliaux aux profits des marqueurs meésenchymateux. La nécessité pour une cellule
tumorale d’activer un programme d’EMT pour le développement de métastases est de plus en
plus clairement évoqué [41] [169]. Il peine cependant a étre clairement démontré, au moins en
partie a cause des difficultés techniques a capter cet état transitoire. De plus, il pourrait ne
concerner qu’une petite fraction de la population cellulaire tumorale, ce qui augmente encore
la difficulté¢ a le mettre clairement en évidence par des études concernant 1’ensemble des

fractions tumorales [37].
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Principales étapes de la formation d'une métastase
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Figure 5 : Principales étapes de la formation d'une métastase

A partir de la tumeur primaire (a), seules quelques cellules présentent la capacité a passer la
barriere des parois vasculaires ou lymphatiques (c) et devenir des cellules circulantes tumorales
(CTC). Cette étape est permise par la conversion des cellules épithéliales vers un profil
mésenchymateux (EMT : transition épithélio-mésenchymateuse). Aidées par les éléments figurés
du sang (d) lors de leur transport, une petite minorité de ces cellules vont adhérer a I’'endothélium
vasculaire (f) et pénétrer un nouvel organe (e) selon un tropisme encore peu connu. Cette étape
nécessiterait la reconversion des cellules vers un profil épithélial (MET : transition mésenchymo-
épithéliale). Ces cellules formeront a terme une nouvelle tumeur proche de la tumeur primaire,
une métastase.

D’aprés I’'Université de Liége, http://reflexions.ulg.ac.be [187]

4.1.2 L’apport des cellules souches cancéreuses dans la
compréhension de la maladie métastatique

Toutefois, ce modele par lequel quelques cellules vont acquérir au cours du temps une
somme de « mutations » leur permettant de franchir petit a petit les différentes étapes de la
dissémination métastatique est mis a mal par un nouveau modele émergent depuis une dizaine
d’année, celui de I’existence de cellules souches cancéreuses (CSC). Ce modéle est basé sur la
connaissance et les caractéristiques des cellules souches adultes présentes de facon
physiologique dans les tissus de l’organisme. Il s’est construit en premier lieu sur la
connaissance des modeles leucémiques. Comme les cellules souches adultes, ces CSC sont

définies par leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces CSC présenteraient

Page 54 sur 98


http://reflexions.ulg.ac.be/

aussi des propriétés les rendant plus aptes a passer les « barriéres » physiologiques lors de
dissemination métastatique. En effet, elles semblent par exemple exprimer les marqueurs de
IPEMT [113] reflet de leur capacité & migrer et circuler facilement dans 1’organisme. Ces
cellules tumorales deviendraient ainsi des CSC “induites” par le passage par la transition

épithélio-mésenchymateuse [37] (figure 6).
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Figure 6 : Relation entre EMT et cellules souches cancéreuses dans la progression tumorale

2 hypotheses peuvent étre émises dans I'acquisition du caractere mésenchymateux des cellules
tumorales et leur passage dans la circulation :

A : La cellule souche normale du tissu subit une altération génétique et se transforme en une cellule
souche cancéreuse. Le caractere mésenchymateux est intrinséque aux propriétés tumorales de la
cellule souche cancéreuse (CSC). Cette cellule est déja capable de donner a la fois la masse tumorale
hétérogene ainsi que les cellules circulantes.

B : L'acquisition du caractere migratoire a lieu au cours du développement de la masse primaire lors
de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). C’est I'acquisition de ce caractere et de I'auto-
renouvellement qui permet la constitution d’un pool de CSC qui donnera les cellules circulantes.

Dans les 2 cas, la colonisation de I'organe et la création d’une nouvelle masse nécessite le retour du
caractere épithélial de certaines cellules lors de la MET (transition mésenchymal-épihéliale).

D’aprés May et al., Breast Cancer Research, 2011 [115]
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De plus, elles semblent aussi présenter des capacités a initier des tumeurs ce qui les rend tout

a fait apte a coloniser un nouvel organe pour former des métastases [38][93] (Figure 7).

U?}\
S
& — Tri des — ) §> Injection
' CsC intra-
cardiaque
Sw 41 CSC
S #| *' NonCSC
< “ "' cellules non séparée
Weeks after injections CSC Non CSC
D’apreés Charafe-Jauffret, Clin Can Res, 2010 (100k) (100k)

Figure 7 : Les preuves in-vivo des capacités métastatiques des cellules souches cancéreuses
(CSC) dans le cas du cancer du sein [38]

A partir de cellules SUM149 cultivées in-vivo et marquées grace a un lentivirus portant le géne
de la luciférase, les CSC sont isolées grace a leur marqueur ALDH-1. La greffe sur des souris
NOD/SCID a lieu grace a une injection intracardiaque. Seules les souris greffées avec la
population ALDH-1 positive (CSC) présentent un signal bioluminescent en localisation
pulmonaire, signe du développement de métastases au bout de 11 semaines apres la greffe.

4.1.3 L’exemple de la maladie métastatique dans le cas du cancer du
sein

Dans le cas du cancer du sein et de son développement métastatique, les métastases sont
classiquement retrouvées dans les os et les poumons, moins fréquemment dans le foie, le
cerveau et les glandes surrénales des patientes. L’impasse thérapeutique représentée par la
phase du stade métastatique chez les patientes souffrant d’un cancer explique 1’intérét
grandissant a pouvoir cibler précocement ces populations de patientes a risque métastatique.
Dans le but de répondre a cette attente, depuis 10 ans, on assiste a ’apparition des premiers
phénotypes et signatures génomiques prédictives dévolution métastatiques chez les patientes
atteintes d’un cancer du sein. En 2002 est publiée la premiére signature génomique « mauvais
pronostic » pour les patientes atteintes de cancer du sein [170] [172]. Cette signature est

fortement corrélée au développement de métastases a distance chez ses patientes.
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La prédiction des sites de métastases chez les patientes revétiraient aussi un intérét capital
puisqu’ils différent en termes d’évolution, de traitement, de morbidité et de mortalité [161].
Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans 1’adressage d’éléments tumoraux
dans certaines localisations des signatures moléculaires spécifiques de certaines localisations
métastatiques ont également été mises en évidence ces dernieres années. Ces travaux ont
largement utilisé des modéles de xénogreffes. Dans le cancer du sein, 1I’équipe de J. Massagué
a proposé une signature des cellules métastatiques osseuses [119], puis des cellules
métastatiques pulmonaires [118] ou encore cérébrales [20] a partir d’une lignée cellulaire,
MDA-MB-231, implantée a des souris BALB/c nudes. Ces signatures, validées
fonctionnellement dans les xénogreffes, permettent de donner des pistes pour mieux
comprendre les mécanismes de « homing » de ces métastases, et envisager de nouvelles pistes

thérapeutiques.

La compréhension du processus métastatique présente donc encore beaucoup de « zones
d’ombre » qui pourraient étre en partiec comblées par I’existence de modeles animaux
permettant d’approcher les situations cliniques. Toutefois, comme vu précédemment, de
nombreuses « barrieres » sont encore a franchir pour obtenir un modele animal fiable pouvant
reproduire la complexité de la situation clinique et ceci quelque soit le choix du modele
animal employe (GEM, lignée cellulaire ou xénogreffe de tumeurs primaires).

Le modele proposé a pour but d’essayer de conserver au mieux les caractéristiques
phénotypiques et transcriptomiques des tumeurs primaires des patientes afin de garder toute
I’hétérogeénéité de la population tumorale d’origine afin. Cette population pourrait alors étre

étudiée de facon approfondie par la suite.
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4.2 Matériel et méthode

4.2.1 Animaux d’expérimentation et choix des xénogreffes

Les animaux utilisés sont des souris femelles agées de 21 a 35 jours de type
NOD/SCID (Non Obese Diabetic/Severe Combined ImmunoDeficient) ou NOG (NOD/Shi-
scid/IL-2Ry™"). Les souris sont maintenues dans un environnement indemne de pathogénes :
tout le matériel ainsi que I’cau sont stérilisés a 1’autoclave, la nourriture est stérilisée par
irradiation. Les conditions d’élevage sont contrdlées (20-24°C, 40-70% d’humidité) avec un

cycle nycthéméral de 12h d’éclairement par jour.

Nous avons choisi d’analyser des xénogreffes qui couvraient au maximum 1’ensemble
des différents sous-types moléculaires retrouvés dans les cancers du sein. 13 xénogreffes ont

été selectionnées : 5 de sous-type luminal B, 6 de sous-type Basal, et 2 de sous-type HER2.

4.2.2 Dissociation de la tumeur

La tumeur prélevée sur souris est maintenue dans du milieu RPMI jusqu’a sa prise en
charge a 4°C. La dissociation a lieu en 2 étapes : une dissociation mécanique au scalpel, puis
une dissociation enzymatique avec I’ajout de 5 a 15 ml de collagénase-hyaluronidase diluées a
1/20 dans du milieu 199 (Gibco®). L’ensemble est laissé¢ a 37°C pendant 30 minutes sous
agitation. Le mélange cellulaire dans son milieu de dissociation est ensuite filtré 2 fois avec
des filtres en nylon de 40 um (BD Falcon® puis Biogenetics®) avec ajout au ¥2 de HBSS
(Gibco®) additionné de 5% de sérum bovin. Les cellules vivantes sont comptées par
comptage manuel a I’aide de cellule de Malassez apres ajout de bleu trypan 0.4% dilué au 1/2
(Sigma®).

4.2.3 Infection virale

Le vecteur utilisé est un lentivirus contenant le géne de la luciférase et le gene de la
GFP (Green Fluorescent Protein) separés par une séquence initiatrice de la traduction (IRES).
Le promoteur utilisé (SFFV = Spleen-Focus-Forming-Virus) est commun aux 2 génes
(Figure 8).
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Figure 8 : construction du vecteur Luc-GFP

Le géne de la GFP sert de gene rapporteur de la présence du gene de la luciférase. Le
promoteur SFFV régit I’expression des genes GFP et Luciférase. La séquence IRES est un facteur
d’initiation de la traduction. La séquence LTR joue un réle dans 'insertion de la séquence virale
dans la cellule hote. La séquence SIN est une séquence protectrice des séquences LTR.

LTR : Long Terminal Repeat ; SFFV : Spleen-Focus-Forming-Virus ; LUC : luciférase ; IRES :
Internal Ribosome Entry Site, GFP : Green Fluorescent Protein ; SIN : Self-INactivating

L’infection est réalisée sur des cellules en suspension de la fagon suivante 3 millions
de cellules tumorales sont remises en suspension dans 5 ml de milieu de culture : DMEM/F-
12 + GlutaMAX (Gibco®) associé a 5% de sérum équin, 1 % d’acides aminés non essentiels
(MEM NEAA 100x, Gibco®), de I’insuline (Actrapid®) a 2mg/ml, de ’EGF a 10 pg/ml, de
la cholera toxine a 100 pg/ml et de la Gentamycine (Gibco®) a 50 mg/ml. Puis il est ajouté 15
pl du Lentivirus et 5 pl de polybréne & 10mg/ml (Merck Millipore®). L’ensemble est incubé
toute la nuit a 37°C, et dans une centrifugeuse a 500 rpm (« Spinoculation »). Le lendemain,
le culot cellulaire est repris avec 5 ml de HBSS (Gibco®) additionné de 10% de serum feetal

de bovin puis préparé avec le matrigel et le sérum feetal bovin pour la réinjection.
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4.2.4 Quantification et tri des cellules humaines tumorales GFP
positives

L’efficacité de 1’infection est appréciée par une technique cytométrique permettant de
vérifier la présence ou I’absence du géne rapporteur de la Luciférase, la GFP. Lorsque la
masse tumorale approche les 10 mm, la tumeur est retirée (excisée), puis dissociee. Apres
comptage a la cellule de Malassez, les cellules sont concentrées a 4 millions de cellules par ml
dans du HBSS (Gibco®) additionné de 10% de sérum feetal bovin et marquées avec un
anticorps anti-H2Kd couplé a I’APC (allophycocyanine) (ebioscience®) a la concentration de
1/100®™ pendant 20 minutes dans de la glace. Les cellules sont récupérées aprés
centrifugation, et remises en suspension dans 3 ml d’un tampon de lyse des globules rouges
(ACK lysing Buffer Invitrogen®), et meélangées doucement pendant environ 30 a 60
secondes. Apres centrifugation et retrait du surnageant, les cellules sont concentrées a 10
millions de cellule par ml dans du HBSS (Gibco®) additionné de 10% de sérum feetal bovin
et de DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole) & la concentration de 1/5000™™. Le tube est trié
par technique cytométrique a 1’aide de 1’appareil BDFACSAria III (BD Biosciences®).
Lorsque le pourcentage en cellules épithéliales humaines GFP positives est inférieur a 90%, le
tube est entierement trié pour récupérer la population positive. Sinon la suspension cellulaire

est directement conditionnée dans le matrigel pour étre réinjectée.

4.25 Greffe des cellules tumorales

Juste avant la chirurgie, les cellules prélevées sont resuspendues de 15 000 jusqu’a 1
millions dans 110 pl de BD Matrigel Basement Membrane matrix (BD Biosciences) associé a
du sérum feetal bovin au %2. La suspension cellulaire est injectée de fagon unilatérale dans le
coussinet graisseux droit de la 4°™ paire de glande mammaire.

Pour limiter la douleur pendant et aprés la chirurgie, 20 minutes avant I’intervention
du Métacam® (méloxicam administré a 0.5 mg/kg) est injecté en sous-cutanée. L’anesthésie
des souris associe du Rompun® (xylazine a 10mg/kg) a de I'Imalgene® (kétamine a
100mg/kg) en injection IP (intrapéritonéale). Aprés tonte de la zone chirurgicale, une incision
de la peau de I’appendice xiphoide jusqu’a la région ombilicale puis de la région ombilicale
jusqu’a la région de ’articulation fémoro-tibiale est réalisée. La peau est décollée de la paroi
abdominale par dilaceration a la pince du tissu sous-cutané, puis le volet cutané est récliné sur
4éme

le cOté et fixée avec une aiguille laissant apparaitre la glande mammaire. La suspension
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cellulaire est alors injectée dans le coussinet graisseux aprés introduction d’une aiguille 26G
par le bord ventral de la glande mammaire 4 (cf technique présentée en figure 4). Le volet
cutané est alors refermé a I’aide d’un point unique avec du fil résorbable (Mersuture®

Polyester décimale 2) dans la région ombilicale et d’agrafes chirurgicales.

Pour soutenir la pousse tumorale, un implant de 17 p-oestradiol (0.72mg) est introduit
apres incision de la peau en position sous-cutanée dans la région inter-scapulaire. La peau est
refermée a 1’aide d’un point unique au fil résorbable (Mersuture® polyester décimale 2) et de

2 agrafes chirurgicales.

Les souris sont suivies toutes les semaines pour suivre la formation de la tumeur et la
taille est mesurée avec un pied a coulisse. Afin de mieux suivre le développement
métastatique, les tumeurs sont retirées lorsque le diametre approche les 10 millimétres. S’il est
observé des signes de souffrance, ou une perte de poids importante, I’animal est sacrifié et la

tumeur est réimplantée.

4.2.6 Exérese de latumeur

Pour limiter efficacement la douleur lors de ce type d’intervention et potentialiser
I’anesthésie, du Buprecare® (buprénorphine a 10ug/kg) en injection sous cutanée est
administré 20 minutes avant I’intervention. Les souris sont ensuite anesthési¢es a I’aide du
méme mélange Rompun® (xylazine a 10mg/kg) et Imalgene® (kétamine a 100mg/kg) injecté

en IP.

Apres tonte de la zone chirurgicale, 1’incision de la peau est réalisée parallele a la
cicatrice de greffe le long du bord opposé a la masse. Apres dilacération a la pince et aux
ciseaux des adhérences fibreuses formées lors de la précédente intervention, le volet cutané
est récliné sur le coté et fixé avec une aiguille. La tumeur, encore adhérente au volet cutané
est libérée délicatement du tissu conjonctif sous-cutanée par dilacération au ciseau a partir du
bord latéral de la tumeur jusqu’a isoler visuellement les vaisseaux principaux irriguant la
tumeur. L’hémostase de ces vaisseaux principaux (provenant des vaisseaux de la glande
mammaire 3 et de D’artére fémorale) est réalisée a 1’aide d’une pince chauffée. Le reste du
tissu conjonctif rattachant la tumeur au volet cutané est coupé et la tumeur enfin détachée peut

étre retirée. Le résidu dorsal non tumoral de la glande mammaire 4 est alors visible et peut
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étre excisé. Ainsi la glande mammaire 4 est totalement retirée. Dans le cas d’adhérence de la
tumeur a la paroi abdominale ou d’infiltration de la paroi abdominale, I’exérése de la masse
s’accompagne de I’exérése de la partie du péritoine atteint. Le péritoine est refermé grace a un
surjet simple a I’aide de fil résorbable (Polysyn® Polyglycol décimale 2). Le volet cutané est
alors refermé comme pour la greffe a I’aide d’un point unique de fil résorbable dans la région

ombilicale et d’agrafes chirurgicales.

En suivi post-opératoire les souris recoivent une injection de Buprecare®
(buprénorphine administrée a 10ug/kg) 12 heures aprés I’intervention en injection sous-
cutanee. Puis une injection de Métacam® (méloxicam administré a 0.5 mg/kg) en sous-cutané

36 heures aprés I’intervention.

4.2.7 Suivi métastatique par bioluminescence

La technique utilisée pour le suivi métastatique est une technique d’imagerie par
bioluminescence. Cette technique d’imagerie non invasive est basée sur la détection d’une
lumiére produite par des cellules exprimant le gene de la luciférase. Ce géne code pour une
enzyme oxydant la D-Luciferine ou coelenterazine en présence d’ATP (adenosine tri-
phosphate) et d’oxygene en oxy-luciferine, état excité de la molécule (figure 9). La lumiére
émise lors du retour de 1’état excité a ’état stable de 1’oxy-luciférine se visualise dans le
spectre jaune-vert ou jaune-orange de la lumiere visible. Cette enzyme peut aussi étre utilisée
in vivo comme marqueur reporteur de 1’expression d’un géne et 1’émission de photons est
proportionnelle a la masse de cellules marquées [144]. Cette technique présente une multitude
d’application dans I’étude des cancers, elle permet notamment de détecter les masses
tumorales non palpables ou de petite taille. Depuis quelques années, 1’intérét porté a cette
technique pour I’é¢tude du développement métastatique va grandissant puisqu’elle permet de
réaliser un suivi régulier de ’avancée de la maladie sans examen invasif, tout en laissant

I’animal en vie.
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Figure 9 : Réaction chimique entre I’enzyme, la luciférase et son substrat, la luciférine

A : L’émission de luminescence a lieu suite a I'oxydation (perte de un ou plusieurs électrons) de la
luciférine, réaction spontanée mais lente dans I'organisme. En présence d’énergie (ATP), d’oxygene
(02) et de Magnésium (Mg2+), I'enzyme luciférase accélere et augmente |'efficacité de la
transformation de I'énergie en lumiére.

B : La formation du complexe protéine-substrat catalyse I'oxydation et fait passer la luciférine d’un
état stable a un état électroniqguement excité et instable.

Lors du retour a I'état stable, la luciférine émet un photon de lumiere dans le spectre du bleu-vert. Le
complexe luciférine—luciférase se désassemble en générant une molécule de CO2. Les deux protéines
sont alors disponibles pour un nouveau cycle. La lumiére produite peut ensuite étre réfléchie,

amplifiée ou recueillie.
D’apreés O’Neill et al. , J Pathol, 2010 [124]
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Le suivi métastatique est réalisé toutes les semaines apres 1’exéreése de la tumeur. Les
souris recoivent 5 minutes avant le passage au bioluminometre 100ul de Luciférine en
injection intrapéritonéale. Pour 1’acquisition des images, les souris sont anesthésiees grace a
un dispositif d’anesthésie volatile (TEM SEGA®) & un débit de 1 | O¥min et 2,5 4 3,5 %
(volume/volume) d’isoflurane. Le Photon imageur Biospace Lab® est utilisé pour la détection
de la luminescence. Le logiciel Photo-acquisition Biospace Lab® est utilisé pour la
transformation et la visualisation du signal. Le logiciel M3 Vision Biospace Lab® pour le

traitement des données.
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4.3 Résultats

4.3.1 Mise en place du protocole de xénogreffes pour I’étude de la
formation des métastases

Le protocole de suivi des métastases a nécessité de nombreuses adaptations techniques
pour aboutir a un résultat final présenté en figure 10. Ce protocole mis en place s’appuie sur
un modéle orthotopique de xénogreffe de tumeur primaire de patiente atteinte de cancer du
sein. Toutes les étapes sont étudiées pour limiter au maximum le temps de culture in vitro afin
d’éviter les différents biais potentiellement générés cette étape comme I’immortalisation ou
I’acquisition de caractéristiques de lignée cellulaire. Le but est de rester le plus proche
possible des caractéristiques génotypiques et phénotypiques de la tumeur primaire de la
patiente. La biopsie de la tumeur primaire mammaire de la patiente est donc directement
dissociée (mélange collagénase/hyaluronidase), resuspendue dans un mélange de matrigel et
de sérum bovin puis réimplantée dans une souris NOG pour optimiser les chances de prise de
greffe. Ceci est réalisé sans mise en culture de 1’échantillon. La primoinfection se fait sur une
période courte et sur des éléments cellulaires pour lesquels on évite au maximum la culture
cellulaire pour les raisons pré-citées. L’étude porte donc sur des cellules infectées alors
qu’elles sont en suspension. Cette phase d’infection est limitée a une nuit avant réinjection

dans la souris pour limiter au maximum le temps passé in vitro.

Le site de la greffe est dans la 4°™ paire de glande mammaire (la plus accessible), coté

droit (par convention).

L’exérése de la tumeur primaire a lieu dans tous les cas avant que la masse n’ait atteint
10 mm de diametre (limite éthiqguement acceptable). Elle peut étre pratiquée avant cette limite
si I’état général de 1’animal I’exige. La prise en charge des animaux pendant 1’opération et

pendant la phase de réveil nécessite aussi une adaptation a 1’état de santé de I’animal.

L’infection par le lentivirus a lieu entre ce que I’on définit comme la génération GO
(état non infecté) et G1 (état primoinfecté). Cette génération G1 est une phase d’expansion
des éléments primoinfectees et réinjectés sans tri préalable. La vérification du taux d’infection
par le lentivirus est effectuée sur les tumeurs collectées a la suite du G1, et aprés chaque

passage pour Vérifier la stabilité du vecteur. Elle est évaluée sur la proportion de cellules
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exprimant la GFP. Un tri des cellules tumorales infectées est réalisé par cytométrie (BD
FAcsArialll®) sur I’expression de la GFP avant chaque nouveau passage dans la souris. Le tri
est jugé non nécessaire si le pourcentage de cellules tumorales GFP+ dans la population
humaine est évalué a plus de 90%. Les cellules triées sont resuspendues dans un mélange de
matrigel et de sérum bovin pour la réinjection dans I’animal. A la suite de la phase

d’expansion G1, au moins 2 souris (NOG et NOD/SCID) sont greffées.

Le suivi du développement métastatique a lieu sur toutes les souris dés une semaine
post-exérése par le photonimageur BiospaceLab®. Les souris retenues pour 1’étude du suivi
des métastases sont celles jugées comme présentant un pourcentage d’infection satisfaisant

pour notre étude ( cf figure 12).
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Figure 10 : Protocole d’infection et de suivi métastatique

Aprés dissociation de la biopsie de la masse primaire de la patiente, les cellules tumorales sont
implantées dans une souris de souche NOG.

Les tumeurs sont prélevées autour de 10 mm de diamétre.

Entre GO et G1 : la masse est prélevée I'aprés-midi, dissociée et les cellules tumorales sont
infectées par spinoculation par le lentivirus Luc-GFP. Les cellules sont réinjectées le lendemain.
Aprés G1, pour chaque génération les cellules sont réinjectées dans une souris de souche NOG et
une souris de souche NOD/SCID.

A partir de G1, le niveau d’infection dans la population humaine est controlé par le FAcsArialll®
et les cellules sont triées si I'infection est inférieure a 90% de cellules humaines GFP-positives.

A partir de G1, les souris sont conservées pour le suivi métastatique par bioluminométrie. Il est
réalisé chaque semaine a I'aide du photoimageur Biospace®.

Linspection des organes au bioluminometre a lieu apres sacrifice de la souris lorsque I'état de
I’'animal est jugé insuffisant (perte de poids importante, souffrance...).
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4.3.2 Contrble de la stabilité du vecteur

La stabilité du signal GFP et luciférase de notre vecteur bi-cistronique ayant deja été
documentée in vitro sur de nombreuses lignées cellulaires, il a fallu tout d’abord Vérifier la

stabilité du signal in vivo.

La premiere étape consiste a étudier I’efficacité du vecteur lentiviral LUC-GFP pour
I’infection de cellules issues de xénogreffes et sa stabilit¢ dans le temps. Pour un suivi sur
plusieurs semaines a plusieurs mois, comme c’est le cas pour notre modele de suivi des
métastases, I’expression du géne de la luciférase et de la GFP ne doit pas s’éteindre ou se

perdre au cours du temps et des passages successifs des xénogreffes.

Afin de quantifier ce signal précisément en le rapportant au nombre de cellules
présentes, je me suis intéressée aux tumeurs orthotopiques G1 réséquées pour permettre le
suivi du développement métastatique. Les tumeurs générées a partir de cellules infectées par
le lentivirus LUC-GFP sont prélevées autour de 10 mm de diametre et sont systématiquement
soumises a un contréle du signal GFP par cytométrie de flux. Les cellules considérées comme
infectées sont les éléments de grande taille, DAPI négatifs, H2kD négatifs et GFP positives.
Le marquage au DAPI nous permet d’¢liminer les cellules mortes et le marquage a 1’H2kd,
les cellules murines de la masse tumorale (figure 11A). Un contréle négatif pour la GFP est
réalisé a I’aide d’une lignée cellulaire dérivée de CRCM389X non transfectée par le lentivirus
LUC-GFP (figure 11B). Ce controle permet d’évaluer 1’auto-fluorescence des cellules
tumorales et de définir la population de cellules effectivement GFP-positives (population P6).
Seules les cellules GFP-positives sont re-injectées dans 1’animal au cours des différents

passages.
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Figure 11 : Controle du pourcentage d’infection des cellules tumorales

A : Exemple de résultats cytométriques pour la xénogreffe CRCM341X, obtenus grace a BD FAcsArialll® a
Iissu du 2°™ passage dans la souris :

Aprés exérese, dissociation mécanique puis chimique de la masse tumorale, les cellules sont marquées puis
séparées par cytométrie. La taille permet de séparer les cellules (Population P1 et P2) des débris cellulaires. Le
marquage au DAPI sépare les cellules vivantes (population P3) des cellules mortes. Le marquage avec
I’anticorps Anti-H2kd couplé a I’APC permet de séparer les cellules murines (population P7) des cellules
humaines (population P5). La population P6 correspond aux cellules tumorales GFP-positives dans la
population humaine.

B : Contréle négatif GFP :

Les cellules utilisées proviennent d’une lignée cellulaire dérivée de CRCM389X non infectée par le lentivirus
Luc-GFP et non marquée par I'anticorps anti-H2Kd-APC. La fenétre de la population P6 obtenue est celle
utilisée pour I'ensemble des xénogreffes triées et correspond aux cellules catégorisées ensuite comme GFP-
positives.
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Le taux d’infection évalué¢ dans ces conditions est xéno-dépendant. Certaines des
xenogreffes présentent des taux supérieur a 60-70%, 1 mois aprés I’infection par le lentivirus
(CRCM318X, CRCM341X, CRCM412X, et CRCM434X), et d’autres xénogreffes présentent
des taux inférieur a 10% et sont considérées comme réfractaires a I’infection, (CRCM174X,
CRCM226X) (figure 12). Pour 3 xénogreffes (CRCM318X, CRCM341X et CRCM434X), le
taux d’infection diminue rapidement au cours des passages successifs des xénogreffes malgré

I’injection de cellules strictement GFP-positives.

Seule pour la xénogreffe CRCM412X, le tri semble présenter un effet bénéfique en
permettant de purifier la population de cellules GFP-positive, signe de stabilité du signal GFP
lors des différents passages dans la souris.

120

Profil 1 Profil 3
100

80 1

pourcentage - W Passage 1

d’infection M Passage 2

20 1 Passage 3

20 3

T174 T226 | T318 T341 T434 | T412

Figure 12 : Pourcentage des cellules infectées en fonction des passages
pour les xénogreffes CRCM174X, CRCM318X, CRCM341X, et CRCM389X

Le pourcentage d’infection correspond au rapport du nombre de cellules
GFP-positives (population P6) a lissu du tri sur le nombre de cellules
humaines (population P5).

3 comportements sont distingués : profil 1 correspondant au xénogreffes
peu permissives a l'infection ; profil 2 correspondant aux xénogreffes
fortement permissives a la primo-infection mais perdant rapidement
I’expression de la GFP ; profil 3 correspondant aux xénogreffes fortement
permissives et stables pour I'expression de la GFP.
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La stabilit¢ du virus dans les cellules tumorales semble donc fortement xéno-
dépendante. Afin d’étre assuré de pouvoir isoler la totalité des foyers métastatiques, et étant
donné la stabilité hétérogeéne de I’infection, seules certains modéles de xénogreffes sont inclus

dans 1’étude :
On distingue trois types de xénogreffes:

- Profil 1: Les xénogreffes faiblement permissives a [D’infection virale
(CRCM174X, CRCM226X). Elles ne permettront pas le suivi métastatique de
facon satisfaisante et sont donc exclues de I’étude.

- Profil 2: Les xénogreffes fortement permissives a la primo-infection mais dont le
taux de cellules GFP-positives chute rapidement au cours des passages
(« instables ») (CRCM318X, CRCM341X, CRCM434X). Seules les tumeurs
générées a partir de cellules primo-infectées sont incluses dans 1’étude.

- Profil 3: Les xénogreffes fortement permissives a la primo-infection et stables au
cours des passages (CRCM412X). Elles sont prises en compte quel que soit le

passage.
4.3.3 Inspection des organes et bilan d’extension

A partir de la 1°® semaine post-exérése, le suivi métastatique est réalisé chaque
semaine apres injection de luciférine (100uL) par voie intrapéritonéale 5 minutes avant le

passage au bioluminométre Photonimager BiospaceLab®.

Dans la quasi-totalité des modéles de xénogreffe (6/6), on assiste au bout de 20 jours a
I’apparition progressive d’un signal luminescent dans la région anatomique qui hébergeait la
tumeur primaire. Ce signal correspond a une récidive locale qui pourrait étre due a des
exéreses incomplétes, ou a une récidive locale sur des résidus microscopiques. Compte-tenu
du mode de capture de la luminescence par le photonimageur, la présence d’un signal
luminescent nettement plus important que les autres focalise la capture du signal sur le signal
le plus fort. Ainsi la présence de métastases de petites tailles comparées a la récidive locale ne
peut étre mise en évidence sur animal entier. La cartographie précise des localisations

métastatiques nécessite donc le sacrifice de I’animal et 1’analyse des organes apres dissection.
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Les animaux sont sacrifiés quand la dégradation de I’état général le nécessite (perte

importante de poids, signes évidents de souffrance animale, géne a la mobilité...).

Sur la durée de mon stage au laboratoire, 4 xénogreffes sont arrivées au stade d’étude
du processus métastatique car elles présentaient un taux d’infection correct (« caractére
d’inclusion » des cas 2 et 3 définis précédemment) et des souris en état d’étre sacrifiées. Sur
ces souris ou les autopsies ont pu étre réalisées, les récidives locales s’averent étre des masses
4éme

infiltrant la paroi abdominale en regard de la paire de glande mammaire, pouvant étre

considéré comme un signe d’extension locale de la masse primaire.

Sur ces 4 xénogreffes, 2 profils peuvent étre distingués: les profils « mono-
métastatiques » (CRCM389X) et « pluri-métastatiques » (CRCM434X, CRCM318X et
CRCM341X) (figure 13). Le profil mono-métastatique est défini comme la capacité de la
xénogreffe a métastaser uniquement a un seul type d’organe. Concernant le profil
CRCM389X, malgré un temps de suivi post exérese de plus de 2 mois, de nombreux animaux
injectés (6 souris) et une « récidive » locale nécessitant 1’euthanasie de 1’animal, ce profil
montre a la dissection qu’une localisation métastatique unique (les poumons) avec une
absence totale de signal sur les autres organes ainsi que sur I’ensemble de la carcasse. Pour les
profils « pluri-métastatiques » CRCM318X et CRCM341X, au moins 2 souris pour chaque
modele ont été étudiées ce qui n’est pas le cas pour CRCM434X ou seulement une souris a pu
étre étudiée. La cartographie des organes métastatiques est différente dans ces modéles. Si
dans les 3 modeles métastatiques, le tube digestif et I'utérus sont touchés, les autres
localisations different avec dans la cavité abdominale une atteinte du foie dans le cas de
CRCM341X et CRCM434X, et I’atteinte du pancréas, des reins et des glandes surrénales dans
le cas de CRCM318X. Dans les localisations extra-abdominales, la répartition est aussi
différente entre les 3 modéles avec la présence de métastases cérébrales (et osseuses) pour la
xénogreffe CRCM341X et CRCM434X et de métastases pulmonaires et ganglionnaires pour
CRCM318X. Pour les souris duplicate (NOD/NOG), on retrouve une cartographie semblable
avec notamment pour CRCM341X la localisation cérébrale confirmée sur toutes les souris
mais pas la localisation osseuse (figure 14). De méme, pour la xénogreffe CRCM318X, les
localisations métastatiques sont strictement identiques pour les souris NOD/SCID et NOG de

la méme génération G1 (résultats non présentes).
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Figure 13 : suivi du développement métastatique des xénogreffes CRCM434X, CRCM389X, et CRCM318X

A, B, C : visualisation du signal bioluminométrique des différents organes des souris NOD/SCID greffées par les
xénogreffes CRCM434X, CRCM389X et CRCM318X puis traitées par exérese 10 a 20 jours post-greffe. Le signal
est obtenu avec le bio-imageur Biospace®, 5 minutes aprés injection de 100ul de luciférine par souris et apres

dissection des souris et isolement des différents organes.

Ce : cerveau; Co: coeur; Fo : foie ; Pa: pancréas ; Po : poumons ; Ra : rate ; Re : rein ; TD : tube digestif ; Th :

thymus ; Ut : utérus ; Gg : ganglion

D, E, F : représentation du profil métastatique des xénogreffes CRCM434X, CRCM389X et CRCM174X
implantées a des souris NOD/SCID en pourcentage par organe de signal récolté par le bio-imageur Biospace® :
rapport du nombre photons/sec/cm?*/sr de chaque organe enregistré par I'imageur rapporté a la somme de

photons/sec/cm?*/sr récolté dans tous les organes.
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A: CRCM341X souris NOD/SCID G1

B : CRCMz241X
souris
NOD/SCID G1

foie uterus

C : CRCM3241X souris NOD/SCID G1 D : CRCM341X souris NOG G2

Figure 14 : Comparaison des profils métastatiques pour le modéle CRCM341X pour les générations G1 et G2

A,C,D : représentation du profil métastatique des souris de la xénogreffe CRCM341X a des souris NOD/SCID de
la génération G1 (A et C) ou NOG de la génération G2 (D) en pourcentage par organe de signal récolté par le bio-
imageur Biospace® : rapport du nombre photons/sec/cm?/sr de chaque organe enregistré par 'imageur
rapporté a la somme de photons/sec/cm?/sr récolté dans tous les organes.

B : visualisation du signal bioluminométrique des différents organes pour une souris NOD/SCID de la génération
G1 et greffées par la xénogreffe CRCM341X. La tumeur a été retirée par exérese 10 a 20 jours post-greffe. Le
signal est obtenu avec le bio-imageur Biospace®, 5 minutes apres injection de 100uL de luciférine par souris et
apreés dissection des souris.

Ce : cerveau ; Co: cceur; Fo : foie ; Pa: pancréas ; Po : poumons ; Ra : rate ; Re : rein ; TD : tube digestif ; Th :
thymus ; Ut : utérus
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4.3.4 Validation d’un processus de « Homing » spécifique en fonction
des organes colonisés

Des études réalisées a partir de lignée cellulaire ont permis d’émettre 1’hypothése que
I’adressage (« homing ») des cellules métastatiques et la nidation dans un nouvel organe serait
un programme cellulaire défini et spécifique selon 1’organe colonisé [118] [119]. Afin
d’étudier ce phénomeéne nous avons choisi de tester fonctionnellement I’adressage spécifique
des cellules métastatiques vers un seul organe. Ainsi, pour la xénogreffe CRCM389X, il a été
possible de localiser précisément la métastase pulmonaire lors de I’imagerie des organes par
bioluminescence. Cette métastase a été dissociée selon le méme protocole que la tumeur
primaire, et triée par cytométrie de flux. Le tri a permis d’isoler la population de cellules
GFP-positives (cellules tumorales humaines) des cellules pulmonaires murines. Ces cellules
ont été réinjectées dans le tissu adipeux de la glande mammaire d’une souris NOG. Ces
cellules ont généré une masse tumorale (figure 15) qui pourra étre isolée et étudiée par la
suite. De plus, nous évaluerons la capacité de ces cellules a recoloniser de facon spécifique le
poumon de I’animal. Maintenant que le protocole a été validé sur un de nos modeéles de
xenogreffes, il pourra étre généralisé sur les autres modeéles et notamment sur les profils pluri-
métastatiques afin d’étudier ’adressage spécifique des cellules métastatiques réimplantées, a

un ou plusieurs types d’organe.
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Figure 15 : Protocole de Homing

souris NOG. La pousse tumorale est mesurée toutes les semaines.

éme

Les métastases pulmonaires sont isolées lors de I'inspection bioluminométrique des organes. Les
cellules sont dissociées par le mélange collagénase-hyaluronidase, marquées a I’'H2kd et au DAPI
puis triées par le BD FACsArialll®. La population récupérée correspond a la population DAPI
négative, H2kd négative, GFP positive. Aprés resuspension dans le mélange matrigel-sérum

bovin, les cellules sont réinjectées dans le coussinet graisseux de la 4°™ paire de mamelles d’'une
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4.4 Discussion

Cette étude a permis la mise en place d’un nouveau modele murin d’étude du
développement métastatique dans le cas du cancer du sein. Des modéles pour 1’étude des
métastases sont indispensables pour mieux comprendre la maladie métastatique, ce qui est un
véritable enjeu médical et scientifique étant donné I’impasse thérapeutique qu’elle représente.
Notre mod¢le présente I’avantage indéniable d’étre le plus « physiologique » possible dans la
mesure ou il étudie le comportement métastatique de tumeurs obtenues a partir d’échantillons
de tumeurs primaires humaines greffés en situation orthotopiques dans la glande mammaire.

Malgré ces avantages, certains aspects demandent encore a étre documentes et améliorés.

4.4.1 « Affinité » du vecteur pour certaines greffes et stabilité

En effet, j’ai constaté que le vecteur utilisé pour notre étude ne semble pas capable
d’infecter aussi efficacement tous les modeles de xénogreffes puisque certains modeles
présentent a la suite du G1 un taux de cellules exprimant la GFP trés faible, relatant la faible
proportion de cellules ayant intégré le vecteur, donc infectées. Cependant, une dissociation
assez nette étant visible entre la GFP et la luciférase, cette faible expression pourrait étre liée a
une régulation différentielle de 1’expression de geénes xéno-dépendants. D’autres part pour
certaines d’entre elles, I’infection ne semble pas assez stable au fur et a mesure des passages
dans I’animal. Cette diminution significative de I’expression de la GFP dans certaines
xénogreffes restreint le nombre de modeéle de xénogreffes exploitables pour notre étude et
géne la mise en place de notre protocole afin d’étudier le « homing ». Cette perte d’expression
pourrait s’expliquer par des modifications épigénétiques de notre vecteur au cours du temps
(acétylation, méthylation...). La méthylation de vecteurs lentiviraux sur leur site promoteur
SFFV a déja été montrée dans des modéles de cellules souches embryonnaires murines [72].
Dans ce cas, la méthylation entraine une perte d’expression progressive de la protéine

d’intérét. Cela pourrait étre le cas pour I’expression de la GFP dans notre modéle.

Toutefois, je n’ai pas observe lors des passages successifs de corrélation entre la perte
d’expression de la GFP et la perte du signal bioluminescent. En effet, les modéles de
xénogreffes présentant une perte importante d’expression de la GFP (CRCM 318X, CRCM
341X et CRCM 434X), ont une expression stable de la luciférase. La xenogreffe CRCM341X

illustre parfaitement cette dissociation puisque 75% de 1’expression de la GFP est perdue
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apres 2 passages alors que le signal recueilli par le photonimageur entre les différents
passages est plutot stable. Un découplage de I’expression de la GFP et de la luciférase serait
donc a évaluer. Ce découplage pourrait d’ailleurs étre lié¢ a la construction méme de notre
vecteur (cf figure 3) puisque le promoteur SFFV se situe en amont de la luciférase et qu’un
IRES sépare la luciférase de la GFP. Une telle construction pourrait donc étre soumise a une
modulation épigénétique dissociée des 2 genes. Ce constat a d’ailleurs déja été¢ démontré dans
une étude a propos d’un autre type de vecteur, I’encéphalomyélite virus (EMCV), ou dans les
cellules infectées, I’expression du geéne situ¢ apres I’IRES était nettement plus faible que le

géne situé avant I’IRES et ceci quels que soient les génes impliqués [120].

L’utilisation d’une protéine de fusion entre les 2 protéines pourrait donc limiter cet
effet constaté. L’équipe de M.F. Clarke [108] utilise d’ailleurs un vecteur lentiviral
comportant un géne de fusion entre leur gene de la luciférase et de la GFP sans ajout de
séquence initiatrice de traduction (IRES). Leur vecteur semble relativement stable. Ainsi
apres 3 passages dans la souris, les cellules tumorales présentent encore un taux de 90 %
d’infection. Ce type de construction pourrait donc représenter une alternative pour la stabilité

de I’expression du vecteur dans nos modeles de xénogreffe.

4.4.2 Réflexion générale sur le modele bioluminescent

Un des objectifs de ce modéle est de pouvoir réaliser un suivi cinétique de la
formation de métastases dans les souris vivantes. Cependant, pour des raisons techniques de
seuillage de la bioluminescence par le photonimageur, lorsqu’un signal est tres fort, il géne la
détection de signaux de plus faible intensité. C’est ce qui se passe en cas de masse
volumineuse. En ce sens, I’exérése de la tumeur primaire facilite encore la lecture
bioluminométrique pour I’apparition de signaux métastatiques. Mais les nombreuses récidives
constatées dans le site primaire rendent caduque un suivi cinétique de développement
métastatique sitot que la récidive a atteint une taille importante. C’est donc sur organes
séparés suite au sacrifice des animaux que la recherche des différents sites metastatique

s’avere la plus exacte.

L’autre objectif était de pouvoir reproduire par nos xénogreffes toute la diversité des
situations cliniques retrouvées chez les patientes atteintes de cancer du sein : de la patiente ne

développant aucune métastase a celle développant un profil avec une forte spécificité pour un
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type d’organes ou a localisations multiples. L’obtention de 2 types de profils permet déja
d’approcher le comportement des patientes métastatiques. L exérése de la tumeur primaire, en
permettant de maintenir les animaux en vie plus longtemps, semble favoriser le
développement de métastases. En effet, le modele orthotopique d’implantation de xénogreffe
de I’équipe de B.E. et A.L Welm [51] note I’absence de métastases hépatiques et cérébrales
dans leur modele, localisations pourtant relativement fréquentes chez les patientes atteintes
d’un cancer du sein. Ils expliquent en partie cette absence par un sacrifice trop précoce des
souris a I’issu du maximum de pousse éthiquement acceptable de la tumeur primaire, ce qui
ne laisserait pas le temps au développement peut-étre plus lent de ce type de localisation
métastatique. En revanche, notre modéle permet d’obtenir toutes les localisations
métastatiques classiquement retrouvées chez les patientes grace au suivi des animaux post

exérese.

Une des particularités de notre modele est de générer aussi des métastases dans des
organes rarement touchés chez les patientes atteintes de cancer du sein. Ces localisations sont
pourtant observées a plusieurs reprises dans notre modele murin (intestins et utérus
notamment). Cette différence de localisation métastatique entre les patientes et le modele
murin pourrait s’expliquer par les différences anatomiques de positionnement de la glande
mammaire dans les 2 espéces. L’émergence systématique d’une masse «récidiviste» sur la
séreuse abdominale chez les souris autopsiées peut s’expliquer par 1’agressivité locale des
tumeurs sélectionnées et par la proximité anatomique de la glande mammaire murine avec le
péritoine. Cette masse péritonéale peut donc étre a I’origine d’un «envahissement» local par
continuité par les cellules tumorales des organes intra-abdominaux en contact direct avec le
péritoine (intestins, et utérus). On notera d’ailleurs 1’atteinte systématique de la partie basale
de I’utérus (col et embranchement de la séparation des 2 cornes) non protégée par la masse
digestive. La mise en place de ce protocole de greffe dans la premiere paire de glandes
mammaires permettra de confirmer ou d’infirmer cette hypothése en se plagant dans une
région anatomique plus proche de celle de la femme. La comparaison des cartographies
métastatiques d’une méme xénogreffe entre les souris greffées sur la 19° et la 4°™ paire de
glandes mammaires permettra d’établir une liste des organes métastatiques touchés par une
dissemination locale «par continuité» versus ceux touchés par une dissémination

«meétastatique» par voie sanguine ou lymphatique.
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Actuellement le nombre de souris sacrifiées par xénogreffe n’est pas suffisant pour
affirmer la répétitivité du modeéle. Cependant, les résultats présentés pour la xénogreffe
CRCM341X montrent une certaine concordance des localisations métastatiques d’une
génération sur ’autre et quel que soit le choix du modéle murin (NOD/SCID ou NOG)
(Figure 14). Méme si la localisation osseuse n’est rencontrée que sur une seule des souris de
ce modele, les autres localisations sont systématiquement retrouvées chez les 3 souris. Des
résultats similaires sont retrouvés pour les xénogreffes CRCM318X (profil pluri-métastatique
avec toujours présence de la localisation cérébrale) et CRCM389X (forte affinité pour la

localisation pulmonaire) (résultats non présentes).

En conclusion, le modéle de xénogreffe orthotopique proposé semble répondre a des
criteres importants pour 1’étude des métastases du cancer du sein: il permet de générer
I’ensemble des localisations métastatiques les plus freqguemment rencontrés dans le cancer du
sein, suggérant un adressage specifique des éléments tumoraux humain dans ces localisations,
il permet une cartographie exhaustive de 1’ensemble des localisations métastatique dans la
souris, permettant des études plus approfondies du «homing » des éléments tumoraux.
Toutefois, le modele utilisé ne permet pas a I’heure actuelle un monitoring satisfaisant du
développement métastatique dans les animaux vigiles, et une amélioration du vecteur
lentiviral pourrait permettre d’améliorer D’efficacit¢é de I’infection et la stabilité de

I’expression du vecteur.
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4.5 Perspectives

Ce modele pourrait étre utilisé pour plusieurs applications. Notamment dans le but
d’approfondir le concept prometteur des cellules souches cancéreuses, cette nouvelle

approche semble tout a fait adaptée.

La répétitivité des localisations anatomiques métastatiques d’une souris a 1’autre
provenant d’'un méme modele de xénogreffe, ainsi que les différences de cartographie
métastatique entre les modeles, pourrait permettre d’identifier les parameétres cellulaires et
moléculaires qui ménent a chacun de ces profils (mono-, pluri-, ou non-métastatique ou la
présence ou non de certaines localisations métastatiques). L’étude de 1’équipe de M.F. Clarke
[108] sur un modéle de développement spontané de métastases pulmonaires a partir d’un
modele de greffe orthotopique, montre la relation entre capacité a former des métastases dans
ce modele et la présence de cellules souches cancéreuses (mise en évidence par le marqueur
CDA44). Dans leur étude, la capacité des cellules métastatiques a reformer une masse dans une
nouvelle souris est le reflet de la présence d’une population de cellules souches cancéreuses
dans la masse métastatique. Il confirme cette hypothese par la capacité trés supérieure de la
population métastatique pulmonaire purifiée en CD44+ a former des métastases a partir de
tumeurs orthotopiques comparées a la population CD44-. De plus, il note une conservation du
pourcentage de cellules souches entre la tumeur primaire et sa métastase. Au vue de ces
résultats, nous proposons d’établir une signature transcriptionnelle des CSC de nos différents
modeles en fonction de leur profil (non métastatiques, mono-, pluri-metastatiques). Ces
signatures transcriptionelles pourrait nous permettre d’identifier des cibles thérapeutiques et

de prédire I’évolution de la maladie chez les patientes.

La compréhension du processus métastatique ne peut pas se limiter uniquement a
I’étude des caractéristiques de la population tumorale métastatique deja implantée dans un
organe. C’est pourquoi de plus en plus d’études s’intéressent aux cellules tumorales avant leur
implantation en ciblant leur approche sur les CTC (cellules circulantes cancéreuses). Depuis
le milieu des années 2000, I’intérét clinique de I’étude de ces CTC dans le cancer du sein est
démontré. Notamment leur présence semble étre corrélée a un mauvais pronostic chez les
patientes [31]. L’origine cellulaire de cette population n’est pas encore parfaitement comprise
et le marqueur (EpCAM) classiquement utilisé a I’heure actuelle pour les isoler dans le sang

est un marqueur épithélial, permettant de les départager des éléments sanguins, endothéliaux
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ou mésenchymateux. Cependant, la capacité de ce marqueur a isoler la totalité des CTC est
maintenant remise en cause [65] [92]. Certaines équipes en démontrant des caractéristiques
proches entre CTC, CSC et des marqueurs d’EMT [95][179] prouve en méme temps les
limites de 1’utilisation de marqueurs épithéliaux comme marqueur ubiquitaire de ces CTC.
Notre modele de greffe va étre utilisé pour isoler les cellules GFP positives circulantes dans le
sang par ponction sanguine. Ce gene GFP étant exprimé par nos cellules tumorales mais a
priori pas par les autres éléments sanguins ou endothéliaux, cette approche nous permettra de
nous affranchir de I’utilisation des marqueurs de surface actuellement utilisés pour isoler les
CTC. Il pourra donc étre étudie par la suite le lien entre CTC et CSC, ainsi que la pertinence

de nouveaux marqueurs plus ubiquitaires que le marqueur de référence, I’EpCAM.

Ce modele de xénogreffe ouvre donc la porte a une étude approfondie du réle des CSC
dans le processus métastatiques. La capacité de cette nouvelle technique a générer tous les
types de métastases dans la souris ainsi que différents profils métastatiques, combinée a
I’expérience acquise du laboratoire dans la connaissance et le traitement des cellules souches
cancéreuses va permettre d’étudier 1’existence possible de différentes populations de CSC, et
de mieux cerner ’origine de la population de CTC afin d’améliorer son isolement. Les
résultats obtenus pourront étre confrontés aux données cliniques des patientes dans le but

d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer du sein.
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En conclusion, ce travail a permis d’exposer les différents modéles murins actuellement
employés dans 1’étude du cancer du sein et de son évolution. Chacun de ces modeles

présentent des limites mais chacun apporte aussi des connaissances complémentaires.

Le premier modeéle, le modéle de GEM est une bonne approche pour approfondir les

connaissances de 1’origine génétique des cancers et du role des différents génes impliqués.

Le deuxieme modele, les xénogreffes de lignée cellulaire, permet quant a lui de se
rapprocher des caractéristiques histologiques et génomiques des tumeurs humaines. 1l a
complété les connaissances cellulaires des cancers du sein et de leur évolution. Il a permis
d’éclaircir le role des différentes populations tumorales ainsi que les caractéristiques

génomiques des cancers métastatiques.

Enfin, le dernier modeéle, les xénogreffes de tumeur primaire de patientes, permet
maintenant de reproduire sur des modeles murins une grande majorité de toute I’hétérogénéité
des cancers du sein. Dans I’avenir, il pourrait jouer un role important dans la connaissance des
comportements spécifiques et de 1’évolution des différents sous-types de cancers du sein. Il
pourrait méme permettre de distinguer différents comportements au sein d’'un méme sous-type
tumoral, expliquant les réponses variables aux traitements de chimiothérapie chez les

patientes atteintes du méme sous-type tumoral.
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TITRE : Les modéles murins de cancer du sein : Synthése bibliographique et contribution a la
constitution d'une banque de xénogreffes de tumeurs primaires dérivees de patientes

RESUME :

Avec 50 000 nouveaux cas par an de cancer du sein en France, cette maladie représente le premier type
de cancer chez la femme et présente un enjeu de santé publique majeur. Une bonne connaissance des
mécanismes moléculaires et physio-pathologiques est capitale pour essayer d’améliorer le diagnostic précoce, la
prise en charge et la survie de ces patientes.

Depuis plus de 40 ans, face aux limites des modeéles in vitro, I’émergence de modéles animaux ont
permis une nouvelle approche et une meilleure compréhension de cette maladie. Ici est donc synthétisé 1’intérét
et les limites de chaque type de modeles murins (souris transgénique et xénogreffe) pour contribuer a
I’amélioration de nos connaissances sur la progression tumorale la formation des métastases.

Un intérét particulier est porté sur une technique émergente : les xénogreffes de tumeur primaire de
patientes avec la constitution de xéno-banque. Enfin la mise en place expérimentale de ce type d’approche a la
modélisation de la maladie métastatique chez les patientes atteintes de cancer du sein est proposée en derniére
partie.

MOTS CLES : CANCER, SEIN, XENOGREFFE, MODELE MURIN, XENO-BANQUE

ENGLISH TITLE : Mice model of breast cancer : Review and contribution to the constitution
of a patient derived tumor xenograft bank.

ABSTRACT:

With 50,000 new breast cancer cases per year in France, this disease is the first category of female
human cancer and represents a major public health problem. Good knowledge of molecular and physio-
pathologic mechanisms is important to try to improve the early diagnosis, the clinical care and the overall
survival of patients.

For 40 years, and considering limits of the in-vitro models, the emergence of animal models allows a
new approach for a better understanding of the disease. Here are presented the interest and limits of each mice
model type (Genetically engineered mice and xenografts) to contribute to improve understanding of tumor
progression and the formation of metastasis.

Special attention is paid to an emerging technique: patient derived tumor xenografts and the constitution
of a bank of xenografts.

In the last part, we propose the setting up of this experimental approach of patient derived xenografts in
order to modelize in mice the metastatic disease in human breast cancer.
KEYSWORDS : CANCER, BREAST, XENOGRAFT, MURIN MODEL, XENO-BANK



