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Résumé  

L’angiogenèse, définie comme la mise en place d’un nouveau réseau vasculaire à partir de 

vaisseaux préexistants, est un processus indispensable à la croissance tumorale. Parmi les 

stratégies ayant pour but d’empêcher ou de ralentir l’angiogenèse tumorale, celles ayant 

recours aux technologies de l’ADN recombinant sont de plus en plus employées dans des 

essais précliniques. Nous avons réalisé une étude comparative de l’action antiangiogénique 

des gènes de l’endostatine et de la troponine I musculaire in vitro et in vivo ; les séquences 

codantes sont complexés à des liposomes cationiques ou lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag. 

Nous avons montré in vitro que les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag induisent de manière 

spécifique un retard de croissance et une apoptose des cellules endothéliales. In vivo, les 

lipoplexes sont administrés à des rats porteurs d’un ostéosarcome. Sur ce modèle tumoral 

orthotopique, nous avons constaté l’inefficacité de la TnI à induire un retard de la croissance 

de la tumeur. Le fait majeur mis en évidence sur ce même modèle, est l’efficacité de la 

thérapie génique utilisant l’endostatine. En effet, l’administration par voie intraveineuse des 

lipoplexes/pSecEndo entraîne une diminution de la vascularisation et de la croissance 

tumorales, et prévient la dissémination métastatique.  

 

 

Mots clés : 

- ostéosarcome 

- thérapie génique antiangiogénique 

- liposomes cationiques 

- endostatine 

- troponine I 
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Abstract :  

Application of a non viral antiangiogenic gene therapy strategy on a 

orthotopic osteosarcoma model grafted on immunocompetent rats 

 

Angiogenesis, or the formation of a new vascular network from a preexisting one, is an 

essential step for tumor growth. Among the antiangiogenic therapies, those using the using 

recombinant DNA have become more and more used in preclinical trials. In this study, we 

perfomed an in vitro and in vivo comparative study regarding the antiangiogenic activity of 

the endostatin and the muscular troponin I gene. The coding sequences were complexed to 

cationic liposomes ; the resulting lipoplexes were named lipoplexe pSecEndo and lipoplexe 

pSecTnITag. In vitro we showed that both lipoplexe pSecEndo and pSecTnITag can 

specifically induce growth inhibition and apoptosis of endothelial cells. The lipoplexes were 

tested in vivo on a rat osteosarcoma model. In this model, the TnI gene was unable to induce 

tumor growth delay. The in vivo most important result is the efficiency of the gene therapy 

strategy using the endostatin. The intravenous administration of pSecEndo lipoplexe induced 

a regression of tumor vascular density, a tumor growth delay and prevent the metastatic 

spread.  

 

Keywords : 

- osteosarcoma 

- antiangiogenic gene therapy 

- cationic liposomes 

- endostatin 

- troponin I 
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Zusammenfassung 

 

Einer der häufigsten Tumoren des Skelettsystems, der besonders bei Jugendlichen 

auftritt, ist das Osteosarcom. Es entwickelt sich schnell und metastasiert im fortgeschrittenen 

Stadium in die Lunge. Behandelt wird das Osteosarcom normalerweise durch einen 

chirurgischen Eingriff, der den Tumor entfernt. Anschließend erfolgt fast immer eine 

chemotherapeutische Behandlung meist mit Methothrexat , Doxorubicin aber auch Cisplatin, 

zur vollständigen Zerstörung noch vorhandener Tumorzellen. Häufig ist der Tumor aber 

chemoresistent und reagiert auch nicht auf eine Strahlentherapy. Besonders diese Tumoren 

und auch solche, die nach einer Chemotherapie rezidieren, könnten von einem neuartigen 

anti-angiogenetischen Therapiekonzepte profitieren. 

 

Eine anti-angiogenetische Therapie beruht auf der Zerstörung der Blutgefäße des 

Tumors, der dadurch von der Nahrungszufuhr abgeschnitten ist und sich nicht weiter 

entwickeln kann. Anders als bei herkömmlichen Therapien, bei denen das 

Chemotherapeutikum direkt auf  die Tumorzelle einwirkt, ist hier die körpereigene, nicht 

entartete proliferierende Endothelzellen die Zielzelle. Deshalb sollte eine anti-angiogentische 

Therapie unabhängig vom Tumortyp möglich sein und keine Resistenz entwickeln.  

Das Prinzip der anti-angiogentischen Therapie wurde in mehreren Maus Tumormodellen 

bestätigt. Wird ein recombinantes Protein verwendet, gibt es jedoch häufig Schwierigkeiten 

dieses in ausreichender Menge und hohem Reinheitsgrad herzustellen. Ein weiterer Nachteil 

der  anti-angiogenetischen Therapie mittels Proteinen ist die Länge der Behandlung  bei 

häufigen Injektionen.  Die anti-angiogenetische Gentherapie könnte diese Nachteile beheben 

und auch die Wirkung von Strahlen und Chemotherapie verstärken. 
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Das Ziel dieser Studie war es, die Wirkung einer anti-angiogenetischen nicht viralen 

Gentherapie im Osteosarcom zu zeigen. Eine Ausweitung auf andere solide Tumoren wäre 

möglich. 

 

In dieser Studie wurden der anti-angiogenetische Effekt zweier Gene, Endostatin und 

Troponin I (TnI) untersucht. Endostatin ist ein 20 kd großes c-terminales Fragment des 

Kollagen XVIII. Seine anti-angiogenetischen Eigenschaften wurden zuerst von O’Reilly 

beschrieben. In Tumormodellen in Nagern wurde seine Wirksamkeit gezeigt. Troponin I ist 

eine Untereinheit des Troponin Komplexes, welcher die Muskelkontraktion steuert. Moses 

zeigte die ausgeprägte spezifische Inhibition der Angiogenese in vitro und in vivo. 

 

Um die anti-angiogenetischen Eigenschaften der beiden Faktoren zu zeigen wurden die 

entsprechenden Gene zuerst in einen Expressionsvektor (pSecTag2), der die Sekretion des 

gebildeten Proteins erlaubt,  kloniert. Die Plasmide wurden in kationische Liposomen 

verpackt (lipoplex/pSecEndo und lipoplex/pSecTnITag) und in Zellkulturmodellen und in 

vivo getestet. In vitro ergab sich eine spezifische Hemmung von Endothelzellen. Eine 

verstärkte Apoptoserate konnte nachgewiesen werden. 

In vivo wurde ein transplantiertes orthotopes Osteosarcom in der Ratte verwendet, welches 

dem humanen Osteosarcom sehr ähnlich ist. Erstaunlicherweise ließ sich das Wachstum durch 

Gentherapie des Troponin I’s nicht hemmen. Auch hatte sie keinen Einfluss auf die 

Gefäßdichte im Tumor. 

Eine Gentherapie unter Verwendung des Endostatin Gens zeigte jedoch Erfolg. Neben einer 

Verlangsamung des Tumorwachstums konnte in einigen Fällen ein komplettes Verschwinden 

des Tumors beobachtet werden. Das Hauptresultat war aber das vollständige Ausbleiben der 
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Metastasierung  in die Lunge, die bei allen Referenztieren auftrat. Auch Mikro-Metastasen 

ließen sich nicht nachweisen. Eine Immunfärbung der angefertigten Tumorschnitte zeigte eine 

deutliche Verminderung der Vaskularisation. Jedoch ließ sich keine erhöhte Apoptoserate 

nachweisen. 

 

In dieser Studie wurde deutlich gezeigt, dass eine systemische Verwendung von Lipoplexen 

mit einem Plasmid, das für eine sekretierte Form des Endostatin kodiert, zu einer Regression 

des Tumors führen kann und die Metastasierung des Tumors vollständig verhindert. Diese 

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

Entwicklungsformen des Tumors, bestätigt werden müssen. 

Die Endothelzell spezifische Wirkung der Lipoplexe auf das Tumorblutgefäßsystem wurde 

durch einen nicht erhöhten Endostatin Level im Blut  bestätigt. Daher kann eine solche 

intravenöse applizierte Gentherapie das Risiko der Wirkung des Proteins auf andere Zellen 

des Körpers vermindern. 
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La croissance d’une tumeur solide est fortement dépendante de la mise en place d’un 

réseau vasculaire adéquat, faisant de l’angiogenèse une cible attractive pour de nouvelles 

approches thérapeutiques. L’évolution des technologies utilisant l’ADN recombinant et la 

découverte des inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse ouvrent la voie à la thérapie génique 

antiangiogénique.  

L’endostatine est un des inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse les mieux connus. 

Cette protéine est  générée par le clivage protéolytique du collagène XVIII. Présentée comme 

l’un des plus puissants inhibiteurs de l’angiogenèse, l’endostatine, est actuellement le seul 

inhibiteur endogène de l’angiogenèse a avoir intégré des essais cliniques de phase I. Utilisée 

dans des approches de thérapie génique variées, est capable d’induire le ralentissement ou 

l’inhibition de la croissance de divers modèles tumoraux, aussi bien in vitro qu’in vivo.  

 

Dans le travail que nous présentons, nous avons comparé le potentiel antiangiogénique 

du gène de l’endostatine à celui de la troponine I musculaire in vitro et in vivo. L’action des 

deux gènes est évaluée in vivo  sur un ostéosarcome de rat greffé en position orthotopique qui 

présente les mêmes caractéristiques que l’ostéosarcome humain. L’ostéosarcome, tumeur très 

vascularisée et résistante à de nombreux traitements chimiothérapeutiques, est le type même 

des tumeurs qui peuvent bénéficier des avantages de la thérapie génique antiangiogénique.  

 

L’étude bibliographique de ce manuscrit fera le point sur les principales stratégies de 

thérapie génique actuellement évaluées en cancérologie, rappellera quels sont les traitements 

conventionnels appliqués à l’ostéosarcome et détaillera mécanisme de l’angiogenèse et 

stratégies antiangiogéniques. Après avoir développé nos travaux portant sur l’évaluation de 

l’action antiangiogénique de deux gènes, l’endostatine et la troponine I dans le modèle 
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d’ostéosarcome de rat, nous discuterons les résultats exposés et évoquerons les perspectives 

découlant de cette étude.  
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I. Thérapie génique du cancer 

I – 1. Généralités 

La thérapie génique consiste à introduire dans une cellule cible un gène d’intérêt 

thérapeutique qui doit pallier un dysfonctionnement génétique. En théorie, on distingue la 

thérapie génique germinale de la thérapie génique somatique. La première consiste en des 

modifications irréversibles du génome par correction d’une cellule germinale, entraînant une 

transmission du nouveau caractère à la descendance. Cette génothérapie est inapplicable à 

l'homme pour des raisons techniques mais surtout éthiques. La thérapie génique somatique 

désigne la correction phénotypique d'un groupe cellulaire déterminé et de sa descendance sans 

toucher au patrimoine génétique constitutionnel. Du point de vue éthique, cela correspond à 

une greffe ou à une transplantation. Si la thérapie génique somatique apparaît comme l'une 

des voies prometteuses pour guérir ou prévenir un certain nombre de maladies soit génétiques 

soit acquises, y compris le cancer, son usage implique la modification du patrimoine 

génétique de cellules vivantes, faisant resurgir le risque d’eugénisme. De plus, l'emploi de 

vecteurs viraux pour le transfert de gène pose des questions de sécurité, notamment relatives à 

l’utilisation de séquences d’ADN virales qui pourraient se recombiner in vivo et engendrer 

des particules virales pathogènes, ou générer des mutations insertionnelles. 

La mise en œuvre de la thérapie génique n’a été rendue possible que depuis quelques 

années, grâce au développement des nouvelles techniques de l’ADN recombinant. L’essor de 

la thérapie génique repose sur la mise au point de méthodes de transfert sûres, efficaces, 

capables d’amener le gène d’intérêt dans la cellule cible, et d’assurer une expression durable 

de la protéine d’intérêt.  

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

envisagées. Elles concernent l’immunothérapie, la modification des fonctions des oncogènes 
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et des anti-oncogènes, les gènes de sensibilité à une prodrogue. Ces trois stratégies visent les 

cellules tumorales ; une approche différente consiste à bloquer le développement tumoral en 

inhibant l’angiogenèse tumorale. Ce sont ces différentes stratégies que nous allons envisager, 

après avoir présenté les méthodes de transfert par lesquelles les gènes peuvent être amenés à 

la cellule cible.  

 

I – 2. Méthodes de transfert des gènes 

Une des étapes importantes des protocoles basés sur une approche de thérapie génique 

est de faire pénétrer l'ADN à l'intérieur de la cellule cible. Jusqu'à présent, de nombreux 

systèmes de transfert de gènes ont été testés. Ces méthodes doivent répondre à plusieurs 

critères de sécurité, et d’efficacité de transfection des cellules cibles. Elles doivent être 

capables d’assurer une intensité et une stabilité d’expression des gènes thérapeutiques. 

L’évolution des connaissances des mécanismes cellulaires ainsi que les progrès des 

technologies de l’ADN recombinant, ont permis de nombreuses améliorations des techniques 

de transfert de gènes qui peuvent être distinguées en deux catégories : celles utilisant des 

vecteurs viraux et celles impliquant des vecteurs non viraux.  

 

I – 2 – 1. Vecteurs de transfert viraux 

I – 2 – 1 – 1. Principe des vecteurs viraux 

Les virus sont d’excellents moyens pour introduire du matériel génétique dans une 

cellule. Les vecteurs viraux développés pour transfecter les cellules sont principalement des 

adénovirus et des rétrovirus recombinants.  

Ces vecteurs ont en commun le principe d’action présenté sur la Figure B1 : les virus 

rendus inaptes à la réplication infectent la cellule cible, la transcription du gène d’intérêt 

s’effectue en détournant le métabolisme cellulaire, comme pour un virus normal.  
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La stratégie de construction de ces vecteurs viraux et rétroviraux est identique. Une 

partie du génome essentielle est délétée à la réplication virale et  remplacée par la cassette 

d’expression (gène d’intérêt avec son promoteur) dont la taille maximale est variable suivant 

le vecteur viral considéré. Ces gènes délétés indispensables à la production de particules 

virales sont amenés dans la lignée cellulaire d’encapsidation par un second vecteur. 

L’utilisation de deux plasmides pour amener les séquences nucléotidiques virales a pour but 

d’éviter la recombinaison des séquences et la production de virus recombinants infectieux. 

Les cellules d’encapsidation, génétiquement modifiées, permettent la production de virus 

recombinants incapables de se propager en dehors des cellules cibles qu’ils atteignent. Ces 

dernières, en effet, ne possèdent pas le complément viral génomique nécessaire à la formation 

de nouvelles particules virales. 

 

 

 

 
Figure B1 : Principe de la transfection utilisant les vecteurs viraux. 
Fonctionnement d’une cellule productrice de particules virales défectives recombinantes.  
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Les caractéristiques des principaux vecteurs viraux employés actuellement sont 

regroupées dans le tableau B1. Nous n’allons pas présenter ici tous les vecteurs viraux, seuls 

les rétrovirus, adénovirus et AAV (Adeno Associated Virus) seront évoqués.  
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Rétrovirus 
 

 
Lentivirus 

 
Adénovirus 

 
Adenovirus 

Associated virus 

 
HSV 

 
Type de virus 
 

 
ARN 

 
ARN 

 
ADN 

 
ADN 

 
ADN 

Infection des 
cellules quiescentes 

 

 
Non 

 
Oui 

 
Oui 

 
Oui 

 
Oui 

Production à haut 
titre 
 

 
+ 

 
++ 

 
++++ 

 
+ 

 
+++ 

Intégration dans le 
génome cellulaire 
 

 
Oui 

 
Oui 

 
Non 

 
Oui 

 
Non 

Longueur des 
séquences intégrées 
 

 
8 Kb 

 

 
30 Kb 

 
8 Kb 

 
5 Kb 

 
30 Kb 

 
Stabilité 
 

 
++ 

 
++ 

 
+ 

 
++ 

 
++ 

 
Limite à leur emploi 

 
Insertion 

mutationnelle 
Production de 
titres viraux 
élevés difficile 

 

 
Insertion 

mutationnelle 
Pathogénicité 

élevée  

 
Stabilité moyenne  
Immonogénicité 

potentielle 
Risque de 

recombinaison avec 
un virus sauvage 

 
Effet cytopathique 

Difficulté de régulation 
de l’expression du 

transgène 

 
Immonogénicité 

potentielle 
 
 

 
Tableau B1 : Caractéristiques des principaux vecteurs viraux utilisés pour le transfert de gène
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I – 2 – 1 – 2. Vecteurs rétroviraux 

Les rétrovirus sont des virus à ARN capables de s’intégrer dans un génome hôte, 

modifiant définitivement la cellule. Le génome rétroviral est composé de deux séquences 

terminales, les LTR (Long Terminal Repeat) qui encadrent trois cadres de lecture. Les LTR 

ont un rôle de promoteur de la transcription et sont nécessaires à l’intégration provirale dans 

l’ADN cellulaire. Entre les deux LTR, se trouvent les gènes gag qui codent pour les protéines 

de la capside et les protéines de la matrice, les gênes pol qui codent pour une protéase, une 

reverse transcriptase (RT) et une intégrase, et enfin les gênes env qui sont à l’origine des 

protéines d’enveloppe. La RT synthétise un ADN double brin à partir de l’ARN.  

Des protéines de la capside virale reconnaissent des récepteurs à la surface de la 

cellule cible, permettant la fusion des membranes et des bicouches lipidiques. Cette 

reconnaissance définit le spectre d’action du vecteur viral car les glycoprotéines de la capside 

virale reconnaissent des récepteurs qui sont spécifiques d’espèces animales mais aussi de 

types tissulaires. Une fois le matériel génétique libéré dans le cytoplasme de la cellule hôte, 

l’activité RT est stimulée permettant le passage de l’ARN à de l’ADN double brin. L’ADN 

proviral est transporté dans le noyau et s’insère en plusieurs sites dans le génome de la cellule 

hôte. Le provirus se comporte alors comme un gène cellulaire avec transcription, assemblage, 

maturation et relargage de particules rétrovirales.  

L’utilisation des rétrovirus comme vecteurs de transfert implique que ces virus soient 

défectifs pour la réplication virale (Scharfmann et al., 1991 ; Tabin et al., 1982). Le vecteur 

conserve les séquences régulatrices indispensables (LTR). Les gènes gag, pol, et env sont 

délétés et remplacés par le gène d’intérêt. Les particules rétrovirales contenant l’ARN 

d’intérêt générées par les cellules d’encapsidation sont utilisées pour infecter des cellules 

cibles. La possibilité de produire des vecteurs dépourvus de rétrovirus recombinants 

infectieux et le fait qu’ils soient non immunogènes ont permis de réaliser des essais 
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thérapeutiques précoces (Caruso et al., 1993). Cependant les limites d’utilisation de ce 

système de transfert résident notamment dans le fait qu’ils ne peuvent infecter que des 

cellules en phase de division, que l’obtention des quantités de virus recombinants nécessaires 

à des essais cliniques est difficile et coûteuse (Miller et al., 1990). Mais la restriction 

principale à l’utilisation clinique de ces vecteurs est l’existence du risque de mutation 

insertionnelle, que l’on ne peut plus aujourd’hui nier (Woods et al., 2003). Il est à noter qu’en 

2003, tous les essais cliniques de thérapie génique utilisant des rétrovirus ont d’ailleurs été 

arrêtés (Brenner et Malech, 2003).  

 

Depuis quelques années, on se tourne vers l’utilisation des lentivirus, une famille 

particulière de rétrovirus, en tant que vecteurs de gènes. Contrairement aux rétrovirus, les 

lentivirus, dont un représentant est le virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), sont 

capables d’infecter les cellules quiescentes (Kafri et al., 1997). Les vecteurs lentiviraux 

développés ces dernières années sont pour la majorité dérivés du virus HIV-1. Le point 

critique à leur développement réside dans la mise au point d’un vecteur qui ne possède pas les 

caractéristiques pathogènes du lentivirus et ne peut générer de virus recombinant tout en 

conservant ses capacités de transfection et d’intégration dans le génome des cellules 

quiescentes. Les améliorations de ces vecteurs se font par étapes. On est parvenu à créer des 

vecteurs dont les risques de recombinaisons sont limités mais que l’on ne parvient pas à 

produire en quantité importante (Gasmi et al., 1999).  

 

I – 2 – 1 – 3. Vecteurs adénoviraux 

Les adénovirus sont des virus à ADN double brin. Contrairement aux rétrovirus, les 

adénovirus peuvent infecter des cellules qui ne se répliquent pas. Le génome des adénovirus 

est complexe, même s’il ne comporte que deux régions codantes. Grâce à un système 
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d’épissage alternatif, ces régions codent pour des protéines exprimées de façon soit précoce 

soit tardive au cours du cycle de réplication viral. Le matériel génétique est contenu dans une 

structure protéique, la capside. Les vecteurs adénoviraux sont capables d’infecter de 

nombreux types cellulaires, qu’il s’agisse de cellules quiescentes ou mitotiques (Ragot et al., 

1993). L’internalisation du virus dans la cellule cible résulte de l’interaction de protéines de la 

capside avec des intégrines de la membrane cellulaire permettant l’endocytose des particules 

dans la cellule. L’ADN est libéré à proximité du noyau, lors de la destruction de l’endosome 

mais ne s’intègre pas dans le génome de la cellule, il reste en position épisomale. 

L’expression du transgène est transitoire et cette particularité peut s’avérer être à la fois un 

avantage et un inconvénient. La taille maximale du transgène est réduite, de 7 à 8 Kb, ce qui 

est un obstacle à l’utilisation de ces vecteurs dans des applications de thérapie génique.  

Dans les premières générations de vecteurs adénoviraux, les virus sont délétés 

uniquement de leurs gènes précoces. Ces vecteurs provoquent une forte réponse immunitaire 

en partie due à l’expression des protéines des adénovirus et des particules virales elles-mêmes 

(Mah et al., 2002). Dans les vecteurs adénoviraux plus récents toute la séquence codante est 

délétée, seules les ITR (Inversed Terminal Repeat) sont conservées (Green et Seymour, 

2002). Ces vecteurs sont moins immunogéniques et permettent de maintenir une expression 

plus longue du transgène.  

Depuis quelques temps des études s’orientent vers la mise au point de « vecteurs 

hybrides » adénovirus-rétrovirus (Bilbao et al., 1997). Le but de tels vecteurs est de dépasser 

les limitations liées à chaque vecteur (transfection transitoire de l’adénovirus et infection de 

cellules en division pour les rétrovirus) tout en combinant leurs avantages : production de 

titres viraux élevés des adénovirus, intégration dans le génome de la cellule infectée.  
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I – 2 – 1 – 4. « Adeno Associated Virus » (AAV) 

Le génome de ces virus est constitué par un simple brin d’ADN d’environ 5 Kb dont 

l’organisation génétique est simple puisqu’elle ne comporte que deux cadres de lecture et 

deux séquences inversées répétées (ITR). L’utilisation de ce type de vecteur est rendue 

possible par la délétion de séquences impliquées dans le processus de réplication (Vincent et 

al., 1997). La production de vecteurs AAV recombinants est obtenue en cotransfectant, dans 

une cellule préalablement infectée par un adénovirus, le plasmide vecteur du gène d’intérêt et 

un plasmide apportant les séquences manquantes. Cette technique de transfert permet 

d’obtenir un fort pourcentage d’infection même sur des cellules ne se divisant pas. La 

spécificité de l’intégration des AAV dans le génome de la cellule cible au niveau du 

chromosome 19 rapportée par plusieurs équipes ne semble cependant pas être systématique 

(Samulski et al., 1991 ; Huser et al., 2002).  

La non pathogénicité de ces vecteurs est un autre argument en faveur de leur 

utilisation pour les essais de thérapie génique humaine. L’évolution des méthodes de 

purification permet maintenant d’obtenir de grandes quantités de vecteurs dépourvus de 

contamination par les virus helper. Cependant la limite majeure au développement de ce 

vecteur reste la taille réduite de la cassette d’expression qui est de 4,5 Kb.  

 

I – 2 – 2. Vecteurs de transfert non viraux  

Les virus en tant que vecteurs de gènes ont de grands avantages. Ils permettent 

d’obtenir un taux de transfection élevé des cellules cibles mais des risques subsistent quant à 

la sécurité de leur utilisation. En parallèle des vecteurs viraux, les techniques de transfert non 

virales se développent ; elles doivent posséder les caractéristiques avantageuses des vecteurs 

viraux (taux de transfection élevé) tout en éliminant leurs limitations (taille du transgène, 

réaction immunitaire, risques d’insertion mutationnelle). 
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De nombreuses méthodes de transfert de gène non virales ont été décrites et testées, 

allant de la transfection par de l’ADN nu à celle utilisant des vecteurs lipidiques synthétiques. 

Ces derniers sont de plus en plus utilisés dans des essais de thérapie génique car ils 

représentent une alternative intéressante à l’usage des virus puisqu’ils ne font pas l’objet de 

recombinaisons génétiques et possèdent une relativement bonne efficacité de transfection. De 

plus ils sont plus simples à produire que les vecteurs viraux. Cependant l’inconvénient 

principal des liposomes est qu’ils ne permettent qu’un ciblage tissulaire limité après 

administration par voie intraveineuse. Les caractéristiques et limitations de quelques 

techniques de transfert non virales sont présentées dans le tableau B2.  

 

 ADN nu 

 

Electroporation Liposomes 

Mode 

d’expression 

 

Transitoire 

 

Stable 

 

Transitoire 

 

Immunogénécité 

 

Non 

 

Non 

 

Faible 

Intégration 

dans le génome  

 

Non 

 

Non 

 

Non 

Avantages pas de clonage de 

l’ADN dans un 

vecteur particulier 

Transfection des 

cellules quiescentes, 

pas de clonage de 

l’ADN dans un vecteur 

particulier  

 

Facilité de 

production,  

Pas de limitation à la 

taille de l’ADN 

Bonne efficacité de 

transfection 

Limites  Efficacité de 

transfection limitée 

Efficace dans certains 

tissus 

 

Ciblage tissulaire 

 

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

thérapie génique. 
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Nous n’évoquerons ici que les méthodes de transfert de gènes les plus utilisées pour 

les essais de thérapie génique in vivo. Une attention plus particulière sera portée aux vecteurs 

lipidiques, méthode de transfert de gène utilisée dans notre travail qui nous paraît d’avenir.  

 

I – 2 – 2 – 1. ADN nu 

Dans ce système, de l’ADN sous forme plasmidique est directement injecté dans le 

tissu. Le plasmide peut atteindre le noyau de la cellule où il est transcrit et permet une 

expression transitoire de la protéine d’intérêt, l’ADN restant sous forme épisomale (Davis et 

al., 1993). Cependant les cellules musculaires semblent être les seules capables d’absorber et 

d’exprimer efficacement l’ADN plasmidique (Wolff et al., 1992). Cette technique ne semble 

pas suffisante pour corriger des anomalies génétiques mais peut s’avérer efficace lors d’une 

procédure de vaccination puisqu’un faible taux d’expression du transgène est suffisant pour 

déclencher une réponse immunitaire (Zhu et al., 1993). Ceci ouvre la voie à une nouvelle 

stratégie d’immunisation par administration d’ADN nu, d’autant plus que présence des 

séquences CpG non méthylées au niveau de l’ADN produit par des bactéries est immunogène 

(Cheng et al., 2002 ; Krieg et al., 1995).  

 

I – 2 – 2 – 2. Electroporation 

Elle permet l’introduction de gènes dans les cellules sous l’influence d’une brève 

décharge électrique (Kaplan et Delpech, 1992). L’application d’un champ électrique à haute 

tension au niveau de cellules en culture provoque l’ouverture transitoire de pores dans la 

membrane cellulaire et crée une force électrophorétique qui permet à l’ADN chargé 

négativement d’entrer dans la cellule. Cette technique de transfert est utilisée avec succès 

depuis longtemps in vitro pour transfecter aussi bien des cellules eucaryotes que procaryotes, 
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et ce n’est que très récemment que l’électroporation a été utilisée pour améliorer l’efficacité 

de transfert d’ADN nu in vivo (Wong et al., 1982 ; Titomirov et al., 1991).  

Appliquée in vivo, cette technique présente certains avantages par rapport aux vecteurs 

viraux. Elle permet de transfecter des cellules quiescentes et ne nécessite pas le clonage de 

l’ADN dans un vecteur particulier et est d’utilisation simple.  

L’application in vivo de l’électroporation n’en est qu’à son début, mais les résultats 

obtenus par certaines équipes semblent prometteurs. En effet, lors d’essais réalisés chez 

l’animal mais aussi chez l’homme, un transfert de gènes par électroporation a été réalisé avec 

une bonne efficacité dans divers tissus, tels que la peau, le cerveau, le muscle ou le cartilage 

(Rols et al., 1998 ; Inoue et Krumlauf, 2001 ; Mir et al., 1999 ; Grossin et al., 2003). Le 

résultat le plus intéressant a été obtenu lors de l’électroporation du tissu musculaire où une 

expression stable et de haut niveau du transgène a pu être mise en évidence même si le gène 

reste en position épisomale (Mir et al., 1999). Si cette application ouvre de nouvelles 

perspectives pour la thérapie génique ou les vaccins à ADN, les protocoles appliqués doivent 

encore être optimisés et adaptés au type de tissu cible.  

 

I – 2 – 2 – 3. Liposomes 

Les méthodes de transfert basées sur l’utilisation de l’ADN nu présentent des limites. 

Dans l’organisme, l’ADN plasmidique est soumis à une dégradation rapide par action des 

nucléases endogènes. Par ailleurs une macromolécule polyanionique telle qu’un plasmide ne 

peut franchir facilement une membrane lipidique car les têtes polaires des lipides sont 

globalement neutres ou négativement chargés. Une neutralisation des charges négatives 

portées par l’ADN est nécessaire pour qu’il puisse passer la barrière lipidique. Tenant compte 

de ces considérations et des risques liés à l’emploi des virus en thérapie génique humaine, des 

vecteurs de transfert synthétiques ont été mis au point et connaissent un grand essor. Un 
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vecteur de transfert synthétique doit protéger le plasmide de l’action des nucléases endogènes, 

permettre une compaction de l’ADN et une neutralisation de sa charge négative pour lui 

faciliter le passage de la membrane cytoplasmique. Les liposomes vecteurs formés à partir de 

lipides synthétiques remplissent ces conditions (Felgner et al., 1987 ; Felgner, 1995).  

Les liposomes se présentent comme des vésicules formées d’une ou de plusieurs 

bicouches de phospholipides possédant un compartiment aqueux. Les liposomes ne trouvent 

pas leur utilité que dans la thérapie génique. Ils peuvent aussi contenir dans leur compartiment 

aqueux ou dans leurs membranes lipidiques des molécules autres que l’ADN telles que des 

composés pharmacologiques, des protéines (Mayer et al., 1989 ; Lee et Low, 1995 ; Kunstfeld 

et al., 2003). Le principe de transfert de gène par les liposomes repose sur la condensation de 

l’ADN dans ces sphères. A l’inverse des méthodes de transfert virales, l’utilisation des 

liposomes pour délivrer des molécules d’ADN n’impose pas de limite de taille de ce dernier.  

Différents types de liposomes ont été crées et leur capacité de transfection évaluée. D’une 

manière générale les liposomes composés de lipides neutres ou anioniques ont une efficacité 

de transfection moindre in vivo même s’ils se révèlent être de bons vecteurs d’ADN in vitro 

(Soriano et al., 1983 ; Nicolau et Papahadjopulos, 1998).Les liposomes cationiques sont plus 

employés in vivo que les autres formulations liposomales, nous allons évoquer plus en détail 

ces vecteurs.  

 

I – 2 – 2 – 4. Liposomes cationiques 

I – 2 – 2 – 4 – 1. Formation des complexes liposomes cationiques/ADN 

Le développement de ce type de vecteurs, leur utilisation sans cesse grandissante par 

de nombreuses équipes de recherche, les différentes formulations de liposomes amènent une 

certaine complexité de dénomination. Pour une plus grande clarté, le terme de « lipoplexe » a 
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été choisi pour désigner un complexe formé par un lipide cationique et des acides nucléiques 

(Felgner et al., 1997). 

Le principe de formation de ces lipoplexes repose sur une condensation de l’ADN, 

chargé négativement sur les groupements phosphates, avec une molécule chargée 

positivement pour former de nouvelles particules (Figure B2). Les vecteurs lipidiques, 

constitués de trois domaines (une tête cationique permettant la liaison à l’ADN, une ou 

plusieurs chaînes hydrophobes, un « espaceur » séparant ces deux éléments) réagissent 

spontanément avec les molécules d'ADN chargées négativement (Nicolau et Papahadjopulos, 

1998). Les lipides entrant le plus souvent dans la composition des liposomes cationiques 

comprennent le DOGS (dioctadécylamidoglycyl-spermine ou transfectam), le DOTMA 

(bromure de dioléoyloxy-propyl-triméthylammonium) un ammonium quaternaire amphiphile, 

le DOTAP (dioléoyloxy-3-(triméthylammonio)propane). Des co-lipides tels que la DOPE 

(dioléoylphosphatidyléthanolamine) phospholipide neutre, le cholestérol et ses dérivés 

permettent de stabiliser les lipoplexes formés et d’atteindre de meilleur taux de transfection in 

vivo (Oudrhiri et al., 1997 ; Kikuchi et al., 1999). L’utilisation de polymères cationiques tels 

que la poly-L-lysine permet  une meilleure condensation de l’ADN dans les liposomes et 

augmente l’efficacité du transfert de gènes (Liu et al., 2001). 
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Figure B2 : Formation des lipoplexes.  
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I – 2 – 2 – 4 – 2. Mécanisme de transfection 

Le déroulement de la lipofection est représenté sur la Figure ci dessous : 

 

 

 

Figure B3 : Représentation schématique du mécanisme de transfert des lipoplexes dans la 

cellule. (D’après Vijayanatthan et al., 2002.) 

1 : Endocytose des lipoplexes.  

2 : Formation des endosomes 

3 : Acidification du pH dans les endosomes, protection de l’ADN par les liposomes cationiques 

4 : Relargage de l’ADN à proximité du noyau 

5 : Translocation nucléaire de l’ADN plasmidique  

6 : Décompaction de l’ADN plasmidique  

 

 

Les charges positives réparties sur la surface des lipoplexes leur permettent de se lier 

aux protéoglycannes négativement chargés de la membrane cellulaire, les lipoplexes sont 

alors transportés dans la cellule par endocytose. L’accumulation des composés cationiques 

dans les endosomes protège l’ADN de la dégradation par les enzymes lysosomales déstabilise 

l’endosome et induit le relargage de l’ADN à proximité du compartiment nucléaire 

(Vijayanatthan et al., 2002). La translocation de l’ADN dans le noyau se fait via les pores 
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nucléaires. Dans le noyau, l’ADN se décondense et reste sous forme épisomale, ne permettant 

qu’une expression transitoire du transgène, dont la durée est dépendante du type de 

formulation utilisée (Wheeler et al., 1996; Aksentijevich et al., 1996). L’efficacité du transfert 

dépend de plusieurs paramètres dont le type de lipide utilisé : la condensation correcte de 

l’ADN dans les liposomes, le rapport ADN/lipide, le type cellulaire. Certaines cellules 

comme les fibroblastes humains se révèlent particulièrement difficiles à transfecter (Zhdanov 

et al., 2002). 

Une des raisons du développement des lipoplexes comme vecteur de transfert de gène 

repose sur leur efficacité et leur sécurité d’utilisation. Cependant, il a été établi que 

l’administration par voie intraveineuse de certains lipoplexes, est immunogène et peut activer 

le système du complément (Dow et al., 1999). Cet effet apparaît plutôt lié à la présence 

d’ADN plasmidique dans le lipoplexe puisque aucune réponse immunologique n’est observée 

lors de l’utilisation d’un liposome cationique (Whitmore et al., 1999 ; Norman et al., 2000). 

Afin de réduire la cytotoxicité des liposomes, de nombreux lipides cationiques sont mis au 

point en utilisant des analogues du DOTMA, d’autres contiennent du cholestérol, des 

lipopolyamines (Zhdanov et al., 2002).  

 

I – 2 – 2 – 4 – 3. Liposomes cationiques et ciblage cellulaire 

L’inconvénient majeur des liposomes est une faible sélectivité tissulaire. Certes la 

biodistribution des liposomes est différente suivant leur composition (Audouy et al., 2002) et 

les liposomes cationiques ont une affinité particulière pour les cellules endothéliales et 

néoendothéliales. Ils vont cibler de préférence les néovaisseaux tumoraux ce qui est un 

avantage mais également les sites inflammatoires (Thurston et al., 1998). Ce dernier élément 

est un désavantage dans l’application des thérapies géniques à but antiangiogénique, elles 

risquent alors d’interférer avec le processus naturel d’angiogenèse.  
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Les recherches se concentrent maintenant sur une amélioration du temps de circulation 

et de ciblage tissulaire des liposomes cationiques. En effet, les premières formulations de 

liposomes étaient rapidement dégradées dans le sang quelques minutes après l’injection 

(Reinish et al., 1988). Dans des expériences récentes Krasnici a montré qu’une formulation 

liposomale possède une affinité particulière, 3,3 fois plus élevée, pour les néovaisseaux 

tumoraux par rapport au réseau vasculaire environnant (Krasnici et al., 2003). L'addition de 

protéines telle que la transferrine améliore également le transfert du gène d'intérêt dans les 

vésicules d'endocytose. 

 

Outre par une variation de la composition des liposomes, un ciblage tissu-spécifique 

peut être obtenu en « greffant » aux liposomes de molécules, d’anticorps ou des fragments 

d’anticorps permettant une reconnaissance spécifique de récepteurs uniquement exprimés ou 

surexprimés par les cellules cibles (Straubinger et al., 1988; Ahmad et al., 1993, Xu et al., 

2002). Généralement les cellules tumorales expriment des antigènes spécifiques qui peuvent 

servir de cibles pour les anticorps associés aux liposomes. Cette technique a permis de cibler 

avec un succès certaines tumeurs (Maruyama et al., 1999; Brignole et al., 2003) (Tableau 

B3).  

Cependant une amélioration de la formulation des liposomes est encore nécessaire afin 

d’obtenir un ciblage parfait après administration par voie intraveineuse des liposomes.  
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Anticorps greffé aux 
liposomes 

 

Ciblage tissulaire évalué Référence 

DH2  
(Anti-G(M3)) 
 

Modèle in vitro : 
 - cellules de mélanome murin 
B16BL6  
 - cellules d’adénocarcinome 
colorectal humain HRT-18 
Modèle in vivo  
 - Mélanome murin B16BL6 
 

Nam et al., 1999 

Anti-GD(2) Modèle in vitro  
Cellules de neuroblastome  
Modèle in vivo  
Neuroblastome humain métastatique 
greffé sur des souris nude 

Brignole et al., 2003 

Fab’21B2 
(Anti-CFA) 
 
 

Modèle in vivo 
Tumeur solide humaine 

Maruyama et al., 1999 

Her-2 Modèle in vivo  
Xénogreffes chez la souris nude de 
tumeurs : 
 - MDA-MB 453 
 - MCF7/HER 
 - BT 474 

Park et al., 2002 
 

AF-20 Modèle in vitro  
Cellules HCC 
(hépatocarcinome humain) 

Moradpour et al., 1995 

scFv-Anti TfR 
 

Modèles in vivo 
 - Cancer du sein greffé humain chez 
la souris nude 

Xu et al., 2001 

 - Cancer de la prostate humain 
greffé chez la souris nude 

 

Xu et al., 2002 

Tableau B3 : Exemples de ciblage tissulaire obtenu par greffage d’anticorps sur des liposomes.  

TfR : Transferrin receptor 
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Nous venons de voir que des systèmes de transfert très différents ont été développés 

afin d’amener le transgène à la cellule cible, tous présentant des avantages et ont leurs propres 

limites. Le choix d’un système de vectorisation est lié au type de thérapie génique que l’on 

souhaite appliquer, et que nous allons maintenant évoquer.  

  

Le tableau ci dessous résume les caractéristiques des principaux vecteurs que nous 

venons de développer 

 

Méthode de 

transfert 

 

Mode 

d’expression 

Immunogénécité Efficacité de 

transfection in vivo 

Essais cliniques 

Vecteurs viraux     

AAV Stable ? ++ 4 

Adénovirus Transitoire Elevée +++ 86 

Herpesvirus Transitoire Modérée ? _ 

Poxvirus Transitoire Modérée ? 30 

Rétrovirus Stable Modérée ++ 160 

Vecteurs non 

viraux 

    

Micro-injection 

d’ADN 

Transitoire Aucune + 4 

Electroporation Stable Aucune ± 2 

Liposomes Transitoire Aucune ++ 75 

 

Tableau B4 : Récapitulatif des principaux vecteurs utilisés pour des essais cliniques de thérapie 

génique.  
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I – 3. Stratégies de thérapie génique appliquées au traitement du 

cancer 

Plusieurs types de maladies peuvent faire l’objet d’une thérapie génique, qu’il s’agisse 

de maladies génétiques classiques, dues à des défauts de gènes ou de maladies acquises telles 

que le cancer. La thérapie génique est une approche prometteuse pour le traitement du cancer 

et a montré une certaine efficacité, évaluée sur divers modèles tumoraux animaux. Plusieurs 

types de stratégies de thérapie génique à but anticancéreux sont possibles:  

 - l’utilisation du système gène suicide/prodrogue, 

 - la modification de la fonction des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur,   

 - la modification de la réponse immunitaire vis à vis de la tumeur, 

 - l’augmentation de la résistance des tissus sains vis à vis de la chimiothérapie,  

 - l’inhibition de la vascularisation tumorale.  

 

I – 3 – 1. Gènes de sensibilité à une prodrogue ou gènes suicides 

Une des applications de la thérapie génique est l’activation spécifique d’une prodrogue 

non toxique en drogue cytotoxique exclusivement à l’intérieur des cellules tumorales. Le 

principe de cette technique est de transférer in vivo dans les cellules tumorales un gène codant 

pour une enzyme qui est normalement absente du patrimoine des cellules ou très faiblement 

exprimée. Cette enzyme a la capacité de transformer un produit non toxique en un métabolite 

toxique pour la cellule dans laquelle il est produit.  

Plusieurs systèmes enzyme/prodrogue ont été décrits au cours des dix dernières 

années, parmi lesquels deux associations sont plus particulièrement étudiées ; les principaux 

essais ont été réalisés en utilisant soit  l’association cytosine désaminase-5 fluorocytosine 

(CD-5-FC), soit l’ADN complémentaire codant pour la thymidine kinase issue du virus de 

l’ Herpes simplex de type-1 associé à la prodrogue gancyclovir (GCV) (Moolten, 1986 ; Kirn 
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et al., 2002). Dans le système HSV-TK/GCV (Herpes simplex Virus Thymidine 

Kinase/Gancyclovir), le gancyclovir est transformé en gancyclovir triphosphate par la 

thymidine kinase, déclenchant une cascade réactionnelle dont l’aboutissement est la mort de 

la cellule par apoptose.  

Le mécanisme d’action des gènes suicides est schématisé sur la Figure B4. 

 

 
Figure  B4 : Schéma du mécanisme d’action du système gène suicide/prodrogue (d’après Springer 

et Niculescu-Duvaz, 2000). 

Le système se déroule en deux étapes : le gène de sensibilité à la prodrogue est transféré, et dans un 

second temps, la prodrogue (PrD) est administrée. La prodrogue est transformée en composé 

cytotoxique (CCyt) uniquement dans les cellules exprimant le gène de sensibilité. Le composé 

cytotoxique peut diffuser dans les cellules proches non transfectées (effet bystander). Les cellules 

tumorales meurent par apoptose  
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Induction de 
l’apoptose des 
cellules tumorales 
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Ce système ne nécessite pas une transfection à 100% des cellules tumorales pour être 

totalement efficace. En effet, une des caractéristique majeure commune à l’ensemble de ces 

gènes de sensibilité est qu’ils possèdent tous un effet « bystander » ou de voisinage 

observable aussi bien in vitro qu’in vivo (Hoganson et al., 1996). Cet effet « bystander » 

permet la destruction des cellules tumorales non transfectées situées à proximité des cellules 

exprimant le gène de sensibilité. L’efficacité de cette stratégie est évaluée sur divers modèles 

de cancer aussi bien in vitro qu’in vivo (Caruso et al., 1993, Grossin et al ., 1999 ; Charissoux 

et al., 1999 ; Hurwitz et al., 1999).  

Des essais cliniques, basés sur l’utilisation du système HSV-TK/GCV, ont été mis en 

place et ont tous montré une bonne tolérance au traitement puisqu ’aucun effet secondaire 

néfaste n’a été observé. Les résultats obtenus, en terme d’efficacité antitumorale, sont 

variables selon le type tumoral ciblés ; ils semblent prometteurs concernant le gliome, le 

rétinoblastome ou l’utilisation du système HSV-TK/GCV dans le contrôle de la réponse 

immunitaire après une greffe de cellules de moelle osseuse allogéniques (Klatzmann et al., 

1998 ; Tiberghien et al., 1997). 

Parmi les nouvelles approches évaluées et utilisant les gènes de sensibilité, 

l’association des thérapeutiques classiques (chimiothérapie ou radiothérapie) à la thérapie 

génique utilisant ces gènes paraît très prometteuse pour augmenter l’efficacité des gènes 

suicides (Beltinger et Uckert, 2001 ; Yazawa et al., 2002). De même, le couplage du gène de 

sensibilité à un gène codant pour une cytokine est intéressant et permet d’obtenir une 

régression tumorale plus importante que lors de l’utilisation d’un seul des deux gènes 

(Moriuchi et al., 1998). 
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I – 3 – 2. Modification de la fonction des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeur 

Une cellule cancéreuse est caractérisée par l’accumulation de mutations sur des gènes 

clés du fonctionnement cellulaire (oncogènes, anti-oncogènes). Elle se prête bien à une 

correction de ses propriétés anormales par transfert de gène visant à restaurer l’activité de ces 

gènes mutés. Les cibles exploitées sont les oncogènes et les antioncogènes ou gènes 

suppresseurs de tumeur.  

I – 3 – 2 – 1. Inhibition de l’expression des oncogènes 

La stratégie à envisager dans ce cas consiste à bloquer l’expression des oncogènes en 

utilisant des oligonucléotides qui vont soit s’intercaler sur le gène et former une triple hélice 

entraînant le blocage transcriptionnel, soit agir au niveau traductionnel en s’appariant avec 

l’ARN messager (Mergny et al., 1992). L’oncogène K-ras très fréquemment muté dans les 

cancers humains a été choisi comme cible pour les premiers essais thérapeutiques. Des essais 

chez l’animal ont démontré une régression de certaines tumeurs, notamment en utilisant un 

vecteur rétroviral codant pour un ARN messager antisens du gène K-ras (Zhang et al., 1993). 

Les autres oncogènes activés dans les tumeurs humaines peuvent être l’objet d’une telle 

approche. 

 

I – 3 – 2 – 2. Rétablissement des gènes suppresseurs de tumeur 

Le transfert de l’anti-oncogène fonctionnel permet d’inverser le phénotype transformé 

de la cellule. La fonction de tous les anti-oncogènes (Retinoblastoma Rb, Adenomatous 

Polyposis Coli (APC) peut être théoriquement restaurée. L’anti-oncogène p53, dont la 

fonction est la plus fréquemment défaillante dans les cancers humains, a fait l’objet de 

premiers travaux. Sur des modèles murins, il a été démontré, in vitro et in vivo, que le 

transfert de la forme normale de p53 et son expression dans les cellules présentant des 
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mutations de p 53 endogène permet de ralentir leur prolifération et rétablit l'apoptose des 

cellules anormales (Baker et al., 1990). Le premier essai clinique de restauration du gène p53 

a été mené en 1995 par Roth chez 9 patients atteints de carcinome pulmonaire non résécable 

(Roth et al., 1995). La limite principale de cette stratégie d’inhibition des oncogènes ou de 

rétablissement de la fonction des antioncogènes est la nécessité de traiter toutes les cellules de 

la tumeur, ce qui est à l’heure actuelle encore impossible. La possibilité qu’une telle stratégie 

conduise à la sélection de à la sélection de sous populations de cellules tumorales mutantes et 

donc résistantes à la thérapie n’est pas non plus à oublier.  

 

I – 3 – 3. Immunothérapie 

L’immunothérapie génique du cancer vise à induire ou à amplifier la réponse 

immunitaire de l’hôte contre les cellules cancéreuses. Deux approches sont envisageables: 

stimuler in vivo le développement d’une immunité protectrice par transfert de gènes dans les 

cellules tumorales ou dans des cellules présentatrices d’antigène (immunothérapie génique 

active), ou encore apporter au patient des cellules effectrices, les lymphocytes T, modifiées in 

vitro (immunothérapie génique adoptive). La majorité des protocoles d’immunothérapie 

génique, engagés dans le domaine de l’oncologie, concerne l’immunothérapie active. 

 

I – 3 – 3 – 1. Immunothérapie adoptive 

L’objectif de cette stratégie est d’augmenter la réponse immunitaire en apportant des 

effecteurs cellulaires antitumoraux (lymphocytes T) génétiquement modifiés afin d’augmenter 

leur efficacité cytotoxique. Elle concerne les lymphocytes T infiltrants les tumeurs (TIL), et 

les lymphocytes T cytotoxiques. Dans le but d’augmenter leur potentiel antitumoral, les 

lymphocytes sont modifiés par transfert de gènes codant pour des récepteurs d’antigènes 

tumoraux (Rosenberg et al., 1988). Cette stratégie a été améliorée par la création lymphocytes 
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T-EBV (Ebstein Barr Virus) et exprimant des récepteurs chimériques spécifiques d’antigènes 

tumoraux ou pour des agents tel que le TGFβ (Finney et al., 1997 ; Rossig et al., 2002, 

Rooney et al., 1998 ; Bollard et al., 2002).  

 

I – 3 – 3 – 2. Immunothérapie active 

L’immunothérapie active consiste à administrer des cellules génétiquement modifiées, 

qu’elles soient tumorales ou présentatrices d’antigènes (cellules dendritiques), dont la 

fonction est de recruter ou de stimuler des effecteurs immuns antitumoraux (Biagi et al., 

2002).  

L’injection de cellules tumorales génétiquement modifiées a pour but de détruire les 

cellules tumorales non modifiées en induisant ou en stimulant une réponse immunitaire 

antitumorale. L’augmentation de l’immunogénicité des tumeurs induit une protection 

antitumorale chez l’animal. Dans des modèles animaux, la transfection des cellules tumorales 

par les gènes de différentes cytokines, l’IL-2, l’IL-12, l’interféron gamma (IFNγ), le GM-CSF 

diminue le potentiel de croissance, voire entraîne l’élimination de ces cellules transfectées 

(Schmidt et al., 1997 ; Trinchieri, 1993 ; Dranoff et al., 1993). Il a été mis en évidence que cet 

effet était effectivement médié par un mécanisme immunologique (Asher et al., 1991 ; 

Zitvogel et al., 1995). Parmi tous ces résultats, ceux avec le GM-CSF sont les plus 

performants pour induire une réponse immunitaire thérapeutique (Dranoff et al., 1993). 

 

Plus récemment, l’utilisation de cellules présentatrices d’antigènes, les cellules 

dendritiques, a été évaluée dans différents protocoles d’immunothérapie génique active. La 

fonction principale de ces cellules est de capter des antigènes et de les présenter aux cellules 

effectrices du système immunitaire activant ainsi les lymphocytes T naïfs. Les cellules 

dendritiques peuvent être la cible d’un transfert de gène codant soit pour des cytokines ou 
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pour des molécules de costimulation (Wysocki et al., 2002). L’utilisation d’ARN tumoraux 

pour transfecter ces cellule est une stratégie efficace pour induire une réponse immune 

antitumorale chez l’animal (Boczkowski et al., 1996 ; Nair et al., 2000). Un essai clinique 

vient récemment de montrer qu’une façon efficace d’obtenir l’expression endogène 

d’antigènes de tumeurs par les cellules dendritiques c'est de les fusionner avec les cellules 

tumorales. (Catros-Quemener et al., 2003). 

 

I – 3 – 4. Augmentation de la résistance des tissus sains vis à vis de la 

chimiothérapie 

Cette stratégie se justifie parce que les cellules tumorales deviennent chimiorésistances 

au fur et à mesure des traitements et qu’une augmentation des doses de chimiothérapie est une 

des façons de dépasser cette chimiorésistance. Mais les doses de chimiothérapie utilisables 

sont limitées par la toxicité vis-à-vis des tissus sains, principalement vis à vis du tissu 

hématopoïétique. Rendre les cellules normales insensibles à la chimiothérapie permettrait 

d’utiliser cette dernière au maximum des doses ou rythmes d’administration. La cible de la 

thérapie génique est alors le tissu que l’on souhaite protéger, pour l’instant seul le tissu 

hématopoïétique est concerné. Le transfert dans les cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

du gène « Multidrug Resistance » (MDR1) codant pour la glycoprotéine P (Pgp), une protéine 

transmembranaire participant à l’efflux des substances toxiques hors de la cellule, induit une 

protection de ces cellules vis à vis des agents chimiothérapeutiques (Aksentijevich et al., 

1996). Cependant ce type de stratégie ne peut s’appliquer à toutes les formes de cancer 

puisque dans bon nombre de cas, une résistance aux poly-chimiothérapies est observée chez 

les malades, induisant une inefficacité du traitement. 
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I – 3 – 5. Thérapie génique antiangiogénique. 

L’angiogenèse, qui correspond à l’ensemble des processus amenant à la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins, est indispensable à la croissance tumorale (Folkman, 1990). La 

dépendance de la tumeur vis à vis de ce processus en fait une cible de choix pour les thérapies 

anticancéreuses, d’autant plus que les cellules cibles ne sont plus les cellules tumorales mais 

les cellules endothéliales formant les vaisseaux. Les meilleures connaissances des 

mécanismes complexes de l’angiogenèse, mais surtout la mise en évidence d’inhibiteurs 

endogènes de l’angiogenèse ouvrent la voie à la thérapie génique antiangiogénique (Fan et al., 

1995). L’utilisation de la thérapie génique dans la lutte contre l’angiogenèse peut s’envisager 

de deux manières : par inhibition des phénomènes pro-angiogéniques ou par stimulation des 

mécanismes d’inhibition de l’angiogenèse. Cette approche de thérapie génique est plus 

longuement évoquée dans le chapitre consacré aux stratégies antiangiogéniques.   

 

Les approches de thérapies géniques à but anticancéreux sont multiples, chacune ayant 

ses avantages et ses inconvénients. La variété des vecteurs de transfert de gènes et la diversité 

des approches de thérapie génique permettent de choisir à la fois le vecteur et la stratégie de 

thérapie génique qui paraissent le plus adaptés pour le traitement d’une tumeur donnée. Les 

stratégies de thérapies géniques peuvent présenter une alternative aux traitements 

conventionnels, particulièrement pour les tumeurs comme l’ostéosarcome qui répondent peu 

ou mal à ces traitements.  
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II. Ostéosarcome 

II – 1. Définition 

L’ostéosarcome est une tumeur osseuse maligne dont les cellules produisent de la 

matrice osseuse ou ostéoïde. Il existe de nombreuses variétés d’ostéosarcome classées selon 

des critères histologiques : on distingue l’ostéosarcome classique, télangiectasique, à petites 

cellules, central, juxtacortical, secondaire (Schajowicz et al., 1995). Dans sa forme 

secondaire, l’ostéosarcome survient à la suite de la maladie de Paget ou chez des enfants 

ayant développé un rétinoblastome en bas âge (Schimke et al., 1974). Cette forme tumorale 

secondaire ne sera pas évoquée ici, nous allons uniquement présenter l’ostéosarcome primaire 

classique.  

Chez l’homme, l’ostéosarcome primaire dont l’étiologie reste encore inconnue, ne 

représente que 0,2% de toutes les néoplasies malignes, soit 5% des cancers de l’enfant (Philip 

et al., 1999 ; Cancer.gov, juillet 2003). Il affecte essentiellement les adolescents ou les jeunes 

adultes (Campanacci et al., 1975 ; Dahlin et al., 1986). Classiquement, la tumeur primaire est 

le plus souvent située sur la métaphyse des os longs ; la partie distale du fémur, proximale du 

tibia et de l’humérus sont ses principaux sites de localisation. L’ostéosarcome est caractérisé 

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

 

II – 2. Diagnostic 

II – 2 – 1. Présentation clinique 

Le symptôme initial le plus fréquent de l'ostéosarcome est une douleur ou la présence 

d’une tuméfaction au niveau d’un os ou d’une articulation (Arndt et Crist, 1999).  
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Outre l’examen clinique, le diagnostic de l’ostéosarcome repose sur l’imagerie 

médicale et l’examen anatomopathologique d’une biopsie. 

 

II – 2 – 2. Imagerie médicale 

II – 2 – 2 – 1. Radiologie 

La radiographie permet de confirmer l’existence de la lésion osseuse. L’aspect typique 

radiographique d’un ostéosarcome montre des limites de la lésion plus ou moins nettes et 

entourées d’une ostéocondensation, de même qu’une destruction de la corticale, et un 

envahissement des tissus et articulations avoisinants (Rosenberg et al., 1995).  

 

II – 2 – 2 – 2. Imagerie médicale 

Deux principales techniques d’imagerie autres que la radiographie sont utilisées dans 

le diagnostic de l’ostéosarcome : l’imagerie par résonance magnétique (IRM) et la 

scintigraphie osseuse. Elles permettent d’étudier l’extension locale de la tumeur et occupent 

une place prépondérante dans la recherche des métastases. Cette recherche des métastases est 

primordiale car lors du diagnostic de la tumeur primaire 20% des patients présentent déjà des 

foyers métastatiques localisés dans 80% des cas au niveau des poumons (Kaste et al., 1999). 

L’IRM permet une étude morphologique de la tumeur primaire et des structures 

adjacentes ; elle précise les rapports exacts de la tumeur avec les organes de voisinage, 

muscles, vaisseaux et nerfs, ainsi que son étendue (Van Trommel et al., 1997). 

La scintigraphie osseuse aux diphosphonates marqués au technétium (99mTc-MDP) est 

l’examen radio-isotopique classique dans l’étude de la pathologie osseuse. La fixation osseuse 

du MDP est proportionnelle au flux vasculaire et à l’activité ostéométabolique locale (Philip 
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et al., 1999). L’examen scintigraphique permet d’étudier la vitalité cellulaire locale et de 

rechercher des métastases osseuses (Caluser et al., 1994).  

 

A l’heure actuelle une autre technique de scintigraphie qui apparaît plus efficace dans 

le diagnostic et le suivi de l’ostéosarcome est en cours d’évaluation clinique : la scintigraphie 

au 18FDG (Brenner et al., 2003). Le fluorodésoxyglucose marqué au fluor 18 ([18F]-fluoro-2-

déoxy-D-glucose ou 18FDG) est un traceur biologique aspécifique dont la fixation est accrue 

dans les conditions pathologiques comportant une augmentation de la consommation de 

glucose ce qui est le cas pour les tumeurs (Warburg, 1956). Cette technique d’imagerie est 

basée sur la différence de consommation de glucose entre les tissus sains et tumoraux. 

Le18FDG est un radionucléide émetteur de positon, analogue du glucose de demie vie courte 

(109 min). Après injection intraveineuse, ce glucose modifié est capté de façon analogue au 

glucose par les cellules consommatrices. Dans la cellule, le 18FDG transformé en 18FDG -6 

phosphate est incapable de passer la membrane cellulaire. Il ne subit pas les autres étapes de 

la glycolyse et s’accumule dans les cellules. Le 18FDG permet d’effectuer une imagerie du 

métabolisme glucidique. Une grande variété de cancers montre un rapport de fixation de 

18FDG élevé par rapport au reste de l’organisme (Som et al., 1980). L’augmentation du 

métabolisme glucidique par les cellules tumorales résulte de l‘augmentation du nombre de 

transporteurs du glucose (par surexpression des gènes codants ces transporteurs) et de 

l’amplification des voies enzymatiques de la glycolyse. 

Cette technique d’imagerie fonctionnelle et métabolique, a l’avantage de permettre le 

suivi de l’évolution tumorale in vivo. Elle est la plus sensible et la plus précoce pour évaluer 

la réponse thérapeutique car les modifications morphologiques de la tumeur apparaissent 

après les modifications métaboliques. De plus, la grande résolutivité de cette méthode 
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d’imagerie permet de visualiser des foyers métastatiques qui n’apparaissent pas en utilisant 

d’autres méthodes de détection.   

 

II – 2 – 3. Anatomopathologie de l’ostéosarcome  

Les examens biologiques sont le plus souvent normaux en dehors d’une augmentation 

des PHA (phosphatases alcalines sériques) traduisant un remaniement osseux. La biopsie est 

obligatoire et reste essentielle dans le diagnostic de l’ostéosarcome et pour le distinguer 

d’autres tumeurs osseuses (telles que le sarcome d’Ewing, l’ostéochondrome). 

Histologiquement, la lésion apparaît comme une prolifération d’ostéoblastes plus ou 

moins bien différenciés, produisant une matrice osseuse d’architecture anarchique, plus ou 

moins abondante. Cette matrice osseuse peut être isolée, ou associée à une production de 

matrice cartilagineuse, ou fibreuse (Schajowicz et al., 1995). Il existe un désordre 

architectural du tissu néoformé qui de plus s’infiltre dans les espaces médullaires de l’os qui 

abrite la tumeur, envahissant ses travées. Les vaisseaux de l’ostéosarcome sont souvent des 

sinusoïdes ou de véritables cavités caverneuses sans paroi propre bien formée. 

 

II – 3. Traitement conventionnel de l’ostéosarcome 

Avant l’avènement de la chimiothérapie dans les années 1970, le traitement de 

l’ostéosarcome consistait principalement en une résection chirurgicale de la tumeur ou en une 

amputation du membre atteint. Le taux de survie à 5 ans était alors faible, de l’ordre de 10 à 

20 % (Eilber et Rosen, 1989). Les progrès réalisés dans le domaine de la chirurgie mais 

surtout le développement de la chimiothérapies pré- et post-opératoire ont permis d’allonger 

le délai de survie et de guérir au moins 2/3 des patients (Ferguson et Goorin, 2001).  
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Mise en place à partir de 1978, la chimiothérapie a métamorphosé le traitement de 

l’ostéosarcome et a permis d’envisager des techniques chirurgicales plus conservatrices que  

l’amputation (Rosen, 1985). 

A l’inverse de la chimiothérapie, dont l’usage s’est développé, les autres traitements 

complémentaires proposés, en particulier la radiothérapie de la tumeur primitive, ou 

l’irradiation prophylactique des poumons se révèlent peu efficaces (Ferguson et Goorin, 

2001). 

Le traitement actuel de l’ostéosarcome comprend une résection chirurgicale de la 

tumeur associée à de la chimiothérapie généralement pré- et post-opératoire. En effet, les 

protocoles associant une chimiothérapie néoadjuvante à une chimiothérapie adjuvante ont une 

efficacité supérieure aux protocoles de chimiothérapie adjuvante seule (Philip et al., 1999). Le 

traitement chimiothérapeutique s’effectue sur plusieurs mois. En règle générale, deux à trois 

mois de traitement sont réalisés avant la résection chirurgicale de la tumeur. En cas de bonne 

réponse à la chimiothérapie préopératoire, la chimiothérapie post opératoire est inchangée ; si 

la réponse est jugée mauvaise, d’autres agents sont utilisés.  

La sensibilité de la tumeur à la chimiothérapie employée est déterminée par 

l’appréciation du pourcentage de nécrose de la tumeur. Une tumeur est considérée comme 

« bon répondeur » à un traitement néoadjuvant lorsque 90 à 95 % de nécrose sont observés au 

terme de la chimiothérapie préopératoire (Ferguson et Goorin, 2001).  

Les agents chimiothérapeutiques utilisés dans le traitement de l’ostéosarcome peuvent 

être classés selon leur mécanisme d’action sur le cycle cellulaire. On distingue les alkylants, 

les antimétabolites, les alcaloïdes et les antibiotiques ou intercalants. Les médicaments les 

plus employés dans le traitement de l’ostéosarcome sont la doxorubicine, le méthotrexate à 

haute dose, le cis-dichloro-diamino-platinum (CIS-DDP ou CDDP), l’adriamycine (ADM) 
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(Ferguson et Goorin, 2001). Le tableau B5 présente les résultats de quelques protocoles 

appliqués au traitement de l’ostéosarcome et associant la chirurgie à la chimiothérapie.   

 

 Protocole Nombre de 
patients 

Survie 
 
 

Durée du suivi 

Rosen (1979) CT préopératoire 
VCR + MTX+ADR 

51 à 4ans 77% 
sans récidive à 4 

ans 67% 

4ans 

Goorin (1987) CT adjuvante 
postopératoire 

MTX HD + ADR 

46 à 5 ans 78%, 
sans récidive à 5 

ans 59% 

4,7 ans 
1976-1981 

Jaffe (1991) CT préopératoire CDDP 
IA 

CDDP+ADR± 
Endoxan 

60 sans récidive 56 % 1980-1984 
1985-1989 

Saeter (1991) CT préopératoire 
MTX HD 4 cures 
CT postopératoire 

MTX HD BR 
CDDP+ADR MR 

97 à 5 ans 64% 
sans récidive, à 5 

ans 54% 

45 mois 
1982-1989 

Bramwel (1992) CT préopératoire 
MTX HA + CDDP + 

ADR 
 

307 50% estimée à 5 
ans, 

sans récidive 41 % 

SD 

Bacci (1993) 
 
 

CT préopératoire MTX 
HD +ADR + CDDP IA 

164 à 54 mois 77%, 34 à 76 mois 
1986-1989 

Leung (1997) CT pré et postopératoire 
MTX HD= ADR + 

CDDP 

27 à 70% 
EFS à 59% 

59 mois 

Provisor (1997) CT Préopératoire 
MTXHD + BCD 

CT Postopératoire BR : 
MTX+BCD + 
doxorubicine 
MR : BCD+ 

doxorubicine+ CDDP 

268 Globale 60% 
BR : 87% 
EFS : 53% 
MR : 52% 

8ans 

CT : chimiothérapie, ADR : adriamycine, BCD : bléomycine D, CDDP : cisplatinum, IFM  : ifosfamide, MTX : 
méthotrexate, HD : haute dose, EFS : Survie sans récidive, BR : bon répondeur, MR  : mauvais répondeur, IA  : 
intra-artériel, NS : non significatif, SD : sans date. 

Tableau B5 : quelques protocoles thérapeutiques appliqués au traitement de l’ostéosarcome 

 (D’après Philip et al., 1999).  
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II – 4. Evolution de la chimiothérapie de l’ostéosarcome 

Ces dernières années de nouvelles approches chimiothérapeutiques sont apparues. 

Elles ont pour but d’augmenter l’effet des agents antinéoplasiques classiques en les associant 

à des inhibiteurs des topoisomérases et montrent une bonne efficacité (Ferguson et Goorin, 

2001 ; Estlin, 2002). 

L’association de l’immunothérapie à la chimiothérapie est également utilisée et a été 

assez décevante : l’emploi du BCG (Bacille Calmette Guérin), ou des interférons n’améliorant 

pas la survie des patients (Ferguson et Goorin, 2001). L’utilisation du MTP-PE (muramyl 

tripeptide phosphatidyléthanolamine) composé dérivé du BCG en association avec des 

composés chimiothérapeutiques a donné de bons résultats sur un modèle d’ostéosarcome 

canin ainsi que chez des patients présentant un ostéosarcome récidivant (Kleinerman et al., 

1995). Ces résultats prometteurs ont débouché sur la mise en place d’essais cliniques de phase 

I II et III dont tous les résultats ne sont pas disponibles (Ferguson et Goorin, 2001).   

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

l’ostéosarcome n’a pas encore été découvert.  

 
 

II – 5. Facteurs pronostics de l’ostéosarcome 

En dehors des paramètres qui caractérisent l’extension et le volume tumoral, d’autres 

facteurs regroupés dans le tableau B6, ont une valeur pronostique.  
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Facteur pronostique 

 

Critère retenu Pronostic 

 

Localisation de la tumeur Humérus, tibia 

Fémur, péroné 

Favorable 

Défavorable 

Age 

 

< 12 ans 

> 21 ans 

Défavorable 

Défavorable 

Métastases au diagnostic 

 

Présence Défavorable 

LDH phosphatases alcalines 

 

Augmentation Défavorable 

Altérations de gènes 

 

Surexpression de Erb2 

Surexpression de la glycoprotéine P 

Défavorable 

Réponse à la chimiothérapie Bon répondeur 

(nécrose tumorale >90%) 

Favorable 

 
Tableau B6 : Principaux facteurs pronostiques de l’ostéosarcome. (D’après Philip et al., 1999 ; 

Ozaki et al., 2002). 

 

 

Globalement, le pronostic est surtout fonction de la réponse à la chimiothérapie 

préopératoire. De fait, lorsque la tumeur présente 90 à 95 % de nécrose, la survie à cinq ans 

est supérieure à 80% (Arndt et Crist, 1999). Cependant malgré l’amélioration indubitable du 

pronostic de l’ostéosarcome, il n’en reste pas moins qu’il s’agit d’un traitement lourd tant sur 

le plan médical que chirurgical, susceptible de donner lieu à de nombreuses complications. 
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II - 6. Nouvelles stratégies thérapeutiques applicables au traitement de 

l’ostéosarcome 

Malgré les progrès réalisés dans le domaine de la chirurgie et de la chimiothérapie, ces 

dernières années le taux survie sans métastases à 2 ans stagne à 65-70%. Cette constatation 

associée à un pourcentage encore élevé, de 44%, de patients non répondeurs à la 

chimiothérapie préopératoire, justifie la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques 

(Arndt et Crist., 1999). Deux approches sont prometteuses : celles visant les cellules 

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

 

II – 6 – 1. Système gène suicide/prodrogue et ostéosarcome 

Parmi les stratégies de thérapie génique que nous avons évoquées toutes sont en 

théorie applicables au traitement de l’ostéosarcome. Si l’immunothérapie génique montre une 

certaine efficacité à prévenir la dissémination métastatique sur un modèle murin (Jia et al., 

2003), c’est la thérapie génique utilisant le système gène suicide/prodrogue qui suscite le plus 

grand intérêt.  

Il ressort des quelques essais disponibles actuellement que le système gène 

suicide/prodrogue permet, du moins du moins dans des modèles animaux, un ralentissement 

une inhibition de la croissance tumorale voire mais prévient surtout la dissémination 

métastatique. Sur des modèles d’ostéosarcome de rat et humain greffé sur des souris nude 

Shirakawa montre la possibilité d’inhiber la dissémination métastatique grâce au système 

HSV-TK/gangyclovir (Shirakawa et al., 1998). Cheon, quant à lui montre qu’une association 

de chimiothérapie à faible dose et du système HSV-TK/gangyclovir peut augmenter de 

manière significative la survie et inhiber la croissance tumorale de modèle d’ostéosarcome de 

rat ou humain greffé sur des souris nude (Cheon et al., 1997). Plus proche de l’interface 

clinique, l’approche proposée par Charissoux sur le modèle d’ostéosarcome greffable de rat a 
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montré la possibilité de supprimer la dissémination métastatique et inhiber la croissance 

tumorale de 85% grâce à ce système HSV-TK/gancyclovir (Charissoux et al., 1999).  

Ces études mettent en évidence qu’une telle thérapie génique pourrait être applicable 

en traitement adjuvant de la chirurgie de la tumeur primaire, d’autant plus que le 

développement de nouveaux vecteurs de transfert de gène permet maintenant d’envisager une 

administration de la thérapeutique plus ciblée.  

 

II – 6 – 2. Thérapie antiangiogénique de l’ostéosarcome 

L’angiogenèse ainsi que les stratégies antiangiogéniques seront développées au 

chapitre suivant. L’inhibition de l’angiogenèse tumorale est une stratégie thérapeutique qui est 

de plus en plus explorée et qui montre une efficacité importante dans le traitement de 

certaines tumeurs aussi bien dans des essais précliniques que cliniques.  

Cette stratégie possède des avantages par rapport aux approches plus classiques de 

chimiothérapie, qui dans l’optique d’application à l’ostéosarcome ne sont par négligeables. 

L’antiangiogenèse ne cible pas directement de les cellules tumorales mais le réseau vasculaire 

contournant ainsi le phénomène problème de résistance aux agents chimiothérapeutiques. De 

plus l’ostéosarcome est une tumeur très vascularisée qui métastasie aux poumons 

essentiellement par voie sanguine. L’angiogenèse est impliquée dans la dissémination 

métastatique de l’ostéosarcome même après résection chirurgicale de la tumeur primaire 

(Tsunemi et al., 2003). Ces constatations mettent en évidence que les stratégies 

antiangiogéniques apparaissent adaptées au traitement de l’ostéosarcome. 

 

La thérapie antiangiogénique est encore peu appliquée dans cas de l’ostéosarcome, 

même dans des études précliniques. Actuellement les résultats de trois essais seulement sont 

disponibles mais prometteurs. Ces études utilisent comme facteur antiangiogénique le TNP 
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470 et montrent toutes trois la capacité de cette molécule, à ralentir la croissance tumorale et  

à inhiber in vivo la dissémination métastatique dans des modèles d’ostéosarcomes murin et de 

rat (Tsunemi et al., 2003 ; Mori et al., 1995 ; Morishita et al., 1995). Par ailleurs Mori a pu 

mettre en évidence une diminution significative de la densité vasculaire des métastases due à 

l’action de l’agent antiangiogénique et que l’effet du TNP470 aussi bien sur la croissance 

tumorale que sur la dissémination métastatique est dose dépendante (Mori et al., 1995 ; 

Morishita et al., 1995). Ces résultats ouvrent une nouvelle voie de recherche thérapeutique 

pour le traitement de l’ostéosarcome, centrée sur le blocage de la vascularisation de la tumeur 

primaire, la privant d’apport en nutriments mais surtout de sa voie métastatique principale.  

L’avancée des connaissances de l’angiogenèse et les progrès réalisés dans le domaine 

des biothérapies et le design des vecteurs de gènes permettent d’envisager une application de 

thérapie génique antiangiogénique pour l’ostéosarcome ayant de meilleurs effets et une 

toxicité moindre que la chimiothérapie. Ceci est d’autant plus envisageable que 

l’angiogenèse, que nous allons à présent développer, offre de nombreuses cibles potentielles 

pour la thérapie génique.  
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III. Angiogenèse tumorale et thérapies antiangiogéniques 

III – 1. Définition  

La formation des vaisseaux sanguins peut se faire selon deux mécanismes : la 

vasculogenèse et l’angiogenèse. La vasculogenèse correspond à la formation du réseau 

vasculaire au cours du développement embryonnaire mais elle n’intervient plus au cours de la 

vie adulte. L’angiogenèse quant à elle est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux 

à partir d’un réseau vasculaire préexistant. Elle intervient au cours du développement 

embryonnaire, et chez l’adulte, elle joue un rôle fondamental notamment dans les fonctions 

reproductrices (régénération de l’utérus, formation du corps jaune et du placenta), la 

réparation tissulaire. C’est un mécanisme indispensable et hautement régulé dans des 

conditions physiologiques (Risau, 1997). Lorsqu’un dysfonctionnement des mécanismes du 

contrôle de l’angiogenèse survient, elle peut être impliquée dans le développement et la 

progression de maladies variées. Parmi les pathologies les plus connues où un excès 

d’angiogenèse survient, on trouve les rétinopathies diabétiques, l’arthrite rhumatoïde, 

l’athérosclérose, le cancer (Carmeliet, 2003). 

 

III – 2. Déroulement de l’angiogenèse tumorale 

La croissance tumorale requiert la mise en place d’une vascularisation adéquate. 

L’angiogenèse tumorale est un processus complexe faisant intervenir deux types tissulaires, la 

tumeur et le réseau vasculaire, qui interagissent pour former des néovaisseaux. Le processus 

est initié par les cellules tumorales elles-mêmes. Les cellules endothéliales vasculaires sont 

les principaux acteurs de ce mécanisme mais les autres composants des vaisseaux tels que les 

péricytes, ou la matrice extracellulaire interviennent également.  
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Le déroulement de l’angiogenèse tumorale, peut être divisé en quatre étapes, chacune 

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

 

 

Figure B5 : Déroulement de l’angiogenèse tumorale. (D’après Kalluri, 2003).  

1 : Activation des cellules endothéliales par le VEGF sécrété par les cellules tumorales 

2 : Détachement des péricytes et dégradation de la membrane basale  

3 : Prolifération et migration des cellules endothéliales vers la tumeur 

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

endothéliales 

 

 

III – 2 – 1. Initiation de la réponse angiogénique 

Au début de la prolifération tumorale, la tumeur, d’une taille inférieure à 1-2 mm3, est 

indépendante de l’angiogenèse et l’apport de l’oxygène et des nutriments aux cellules 

tumorales est assuré par diffusion simple. (Folkman, 1990). Sous l’effet de l’accumulation des 

altérations génétiques, la prolifération des cellules tumorales devient plus active et la tumeur 

grossit au delà des limites de diffusion simple de l’oxygène ce qui génère un état hypoxique 
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intratumoral. Cette hypoxie induit une surexpression de gènes angiogéniques (Kerbel et 

Folkman, 2002 ; Pugh et Radcliffe, 2003). Les facteurs proangiogéniques sont alors en excès 

par rapport aux agents antiangiogéniques, et vont alors déclencher l’angiogenèse tumorale 

(Hanahan et Folkman, 1996).  

 

III – 2 – 2. Activation des cellules endothéliales 

La liaison du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) à son récepteur spécifique 

VEGF-R2 exprimé par les cellules endothéliales aboutit à l’activation de ces dernières (Abedi 

et Zachary, 1997 ; Shen et al., 1999). Activées, ces cellules acquièrent de nouvelles propriétés 

de prolifération et d’invasion tissulaire ; elles vont, dans un premier temps, synthétiser 

plusieurs types d’enzymes (les Matrix Métallo Protéinases (MMP),les héparinases l’activateur 

du plasminogène (uPA)) qui dégradent la matrice extracellulaire (MEC) soutenant les 

vaisseaux (Kalluri, 2003).  

 

III – 2 – 3. Migration et prolifération des cellules endothéliales  

Libérées de la MEC, les cellules endothéliales prolifèrent et migrent en direction de la 

source du stimulus angiogénique : la tumeur. Les principaux facteurs de croissance 

intervenant au cours de cette étape de l’angiogenèse sont le b-FGF, libéré par la dégradation 

de la MEC, et le VEGF (Griffioen et Molema, 2000).  

La migration des cellules endothéliales est facilitée par la formation d’une matrice 

provisoire qui guide les cellules endothéliales vers leur cible. L’expression par les cellules 

endothéliales de protéines transmembranaires telles que les intégrines leur permet d’adhérer à 

des composants de la matrice extracellulaire facilitant ainsi leur progression vers la tumeur 

(Cheresh, 1993). 
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III – 2 – 4. Formation et stabilisation des nouveaux vaisseaux 

Arrivées à proximité du stimulus, les cellules endothéliales se réorganisent en 

structures tubulaires, formant de nouveaux vaisseaux immatures mais fonctionnels. Les 

cellules endothéliales vont induire la mise en place de la paroi vasculaire (composée des 

péricytes et de la MEC) qui assure la stabilisation des nouveaux vaisseaux (Carmeliet, 2003).  

Ayant mis en place sa propre vascularisation, la tumeur va croître de manière 

exponentielle et exprimer tout son potentiel agressif. En effet, l’angiogenèse soutient la 

croissance tumorale en fournissant l’oxygène et les nutriments nécessaires à l’expansion 

tumorale, en produisant des facteurs qui stimulent la croissance des cellules cancéreuses et en 

fournissant aux cellules tumorales leur principale voie pour coloniser d’autres organes 

(Folkman, 1995).  

 

III – 2 – 5. Caractéristiques des vaisseaux tumoraux. 

La structure des néovaisseaux tumoraux est différente de celle des autres organes. 

Pour s’adapter à la rapide croissance tumorale et aux besoins en oxygène et nutriments sans 

cesse grandissants de la tumeur, la vascularisation tumorale est soumise à une restructuration 

constante. Ce remodelage entraîne la constitution d’un réseau vasculaire chaotique, fragilisé, 

formé de vaisseaux de diamètre irrégulier dû en partie à la compression de la paroi vasculaire 

par les cellules tumorales en prolifération (Jain et Mumm, 2000). La paroi vasculaire est 

anormale, les péricytes ne forment pas un manchon complet autour des cellules endothéliales, 

ce qui explique la fragilité des vaisseaux tumoraux (Jain, 2003). 
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III – 3. Stratégies antiangiogéniques 

Du fait de la forte dépendance de la tumeur vis à vis de l’angiogenèse, cette dernière 

est rapidement apparue comme une cible thérapeutique satisfaisante pour le traitement de 

cancers. Par rapport aux thérapeutiques classiques, notamment la chimiothérapie, la thérapie 

antiangiogénique offre l’ avantage de ne pas entraîner la mise en place d’un mécanisme de 

résistance des cellules cibles vis à vis de la thérapie. En effet, la potentialité des cellules 

cancéreuses à échapper aux traitements cytotoxiques résulte principalement de leur instabilité 

génique qui conduit à la sélection de cellules tumorales réfractaires à la chimiothérapie. Les 

cellules endothéliales elles ne sont pas soumises à de telles mutations génétiques et ne 

développent pas en principe de résistance vis à vis des agents thérapeutiques.  

De plus en plus d’inhibiteurs de l’angiogenèse sont identifiés et évalués, qu’il s’agisse 

d’agents pharmacologiques, tels que le néomastat, le batimastat ou la thalidomide, ou 

d’inhibiteurs endogènes, parmi lesquels l’angiostatine, l’endostatine, la thrombospondine sont 

les plus connus (D’Amato et al., 1994 ; Boehm et al., 1997). Tous ces agents visent à bloquer 

soit la prolifération des cellules endothéliales soit leur migration.  

 

III – 3 – 1. Inhibition de la prolifération des cellules endothéliales 

La prolifération des cellules peut être bloquée soit indirectement par des agents 

neutralisant les facteurs pro-angiogéniques soit par des composés agissant directement au 

niveau des cellules endothéliales pour inhiber leur prolifération. 

 

III – 3 – 1 – 1. Neutralisation des fac teurs pro-angiogéniques 

De part le rôle clé joué par le VEGF au cours de l’angiogenèse tumorale, l’inhibition 

de ce facteur de croissance est apparue comme une cible prometteuse pour la thérapie 

antiangiogénique. Parmi agents développés des inhibiteurs de la transduction du signal, tels 
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que le SU5416, ou des anticorps dirigés contre le récepteur du VEGF (VEGF-R2) sont en 

développement (Ferrara et al., 2003). Ces composés, appliqués in vivo sur différents modèles 

de tumeurs murines (mélanome, carcinome du colon, cancer du sein) peuvent ralentir la 

progression métastatique (Wang et al., 1998 ; Kong et Crystal, 1998)  

Ferrara et son équipe ont été les premiers à montrer que les anticorps anti-VEGF 

ralentissaient la croissance tumorale sur des modèles de rhabdomyosarcome et de 

glioblastome développé par des souris nude (Kim et al., 1993). Les formes humaines de ces 

anticorps sont actuellement dans les phases II d’essais cliniques pour le traitement du 

lymphome, du cancer rénal métastatique (Cancer.gov, juillet 2003).  

 

III – 3 – 1 – 2. Inhibition directe de la prolifération des cellules endothéliales 

Un des premiers agents antiprolifératifs identifiés est le O-chloroacetylcarbamoyl 

fumagillol ou AGM-1470/TNP-470 dérivant de la fumagilline (Ingber et al., 1990). C’est un 

inhibiteur spécifique de la prolifération des cellules endothéliales, de leur migration et de la 

formation des tubes capillaires. Ce composé, qui prévient le développement de métastases 

dans des modèles de tumeurs animales telles que l’ostéosarcome, la tumeur hépatique (Mori 

et al., 1995 ; Yoshida et al., 1998), a été enrôlé dans des essais cliniques l’associant à la 

chimiothérapie et a fourni de bons résultats chez des patients présentant un cancer de la 

prostate (Logothetis et al., 2001). 

Ces dernières années plusieurs molécules endogènes exerçant une activité 

antiproliférative spécifique des cellules endothéliales ont été découvertes. Parmi ces 

molécules, dont le mécanisme d’action n’est pas complètement élucidé, se trouvent la 

thrombospondine-1 le « platelet factor-4 » (PF4), l’angiostatine, l’endostatine, la restine 

(O'Reilly et al., 1994a ; O'Reilly et al., 1997 ; Ramchandran et al., 1999). Ces protéines ont, 

dès leur mise en évidence, été évaluées sur des tumeurs animales et ont montré une efficacité 
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à ralentir voire inhiber la croissance tumorale et inhiber le développement métastatique, et ce 

sur des modèles tumoraux variés allant du mélanome au carcinome pulmonaire de Lewis 

(Kobler et al., 1995 ; O’Reilly et al., 1997). Nous reviendrons plus en détail sur certains de 

ces inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse dans le chapitre III - 4.  

La Figure B6 regroupe quelques inhibiteurs de la prolifération des cellules 

endothéliales ainsi que leur cible cellulaire ou moléculaire.  

 

 

 

 

Figure B6 : Principaux agents inhibiteurs de la prolifération des cellules endothéliales (d’après 

Klagsbrun et Moses, 1999).  

Les inhibiteurs des facteurs pro-angiogéniques sont signalés en bleu. Certains préviennent la liaison du 

VEGF à son récepteur (anticorps anti-VEGF ou anti-VEGF-R2, récepteur soluble du VEGF) d’autre 

comme le SU5416 inhibe la voie de signalisation activée par le VEGF. Les agents inhibant 

directement la prolifération descellules endothéliales sont en mauve.  
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III – 3 – 2. Inhibition de la migration des cellules endothéliales 

La migration des cellules endothéliales peut être inhibée de deux façons (Figure B7) : 

en empêchant la dégradation de la MEC ou l’adhésion des cellules endothéliales aux 

composants de la MEC 

 

 

 

Figure B7 : Cibles moléculaires et principaux agents inhibiteurs de la migration des cellules 

endothéliales. (D’après Klagsbrun et Moses, 1999).  

Les inhibiteurs de la dégradation de la MEC sont signalés en vert. En orange sont indiqués les 
agents prévenant la l’adhésion des cellules endothéliales à la MEC provisoire. Ces agents 
ciblent des protéines exprimées par les cellules endothéliales. Ac : anticorps, IFN : interféron 
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III – 3 – 2 – 1. Inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire 

L’inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire a pour but d’empêcher 

l’invasion et la migration des cellules endothéliales et repose sur l’inhibition des enzymes 

protéolytiques essentiellement des métalloprotéinases 

Parmi les inhibiteurs synthétiques des protéases utilisés dans des essais cliniques, le 

batimastat, le marimastat ou l’AG3340 ont un spectre d’action étendu. Le marimastat fait 

l’objet d’essais cliniques entre autre dans le cancer du sein, le mélanome (Quirt et al., 2002, 

Miller et al., 2002). 

Ces inhibiteurs synthétiques n’ont pas de spécificité d’action tissulaire ; ils peuvent 

entraver l’action physiologiques des MMP et provoquer des dommages osseux. L’utilisation 

des inhibiteurs naturels des MMP ,les, « tissue inhibitors of metalloproteinases » (TIMP) 

devraient permettre de minimiser ces effets secondaires (Klagsbrun et Moses, 1999). 

  

III – 3 – 2 – 2. Inhibition de l’interaction des cellules endothéliales à la MEC 

Les interférons (IFNα, β) inhibent l’adhésion des cellules néoendothéliales à la matrice 

et possèdent tous les deux une activité antiangiogénique in vivo (Brouty et Zetter, 1980 ; 

Sidky et Borden, 1987). L’IFNα est d’ailleurs le premier agent angiostatique utilisé pour des 

essais cliniques.  

La stratégie visant à bloquer les intégrines αvβ3 et αvβ5, par l’utilisation d’anticorps 

dirigés contre elles, se révèle efficace puisqu’elle inhibe la croissance tumorale (Ruegg et al., 

2002). La vitaxine, anticorps anti-intégrine αvβ3, fait actuellement l’objet d’essais cliniques de 

phase I et II.  

  

Quelque soit leur mécanisme d’action qu’ils inhibent directement ou indirectement 

l’angiogenèse les inhibiteurs que nous venons de présenter sont tous capables de causer in 
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vivo un retard de la croissance tumorale sur des modèles animaux et grand nombre d’entre 

eux ont déjà intégré des essais cliniques allant de la phase I à III. Le tableau B7 présente 

quelques uns des essais cliniques actuellement en cours et utilisant des agents 

antiangiogéniques  
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Composé 

 

 
Mécanisme d’action 

 
Essai clinique en cours  

(juillet 2003) 
 

Thalidomide 
 

Inhibiteur des récepteurs  
du b-FGF et du VEGF 

 

 
Phase I : 

Gliome malin 

 
SU6668 

 
Inhibiteur des récepteurs du b-
FGF, du VEGF et du PDGF 

 

 
Phase I :  

Tumeur solide avancée 

 
IMC-1C11 

 
Inhibiteur du récepteur du 

VEGF 
 

 
Phase II :  

Cancer pulmonaire à petites cellules 

 
Rhu Mab VEGF 

 
Anticorps monoclonal dirigé 

contre VEGF 
 

Phase II :  
Cancer rénal métastatique, lymphome,  

cancer de la prostate métastatique 

 
BMS-275291 

 
Inhibiteur synthétique des 

MMP 

Phases I et II :  
Sarcome de Kaposi 
Phases II et III :  

Tumeur solide avancée 
 

COL-3 
 

Inhibiteur des MMP-2 et 9  
 

Phase I et II : 
 Tumeur du cerveau,  
 sarcome de Kaposi 

 
Néovastat 

 
Inhibiteur synthétique des 

MMP 

 
Phase II :  
Myélomes 
Phase III :  

Cancer rénaux, cancer pulmonaire 

 
Vitaxine 

 
Anticorps monoclonal dirigé 

contre l’intégrine αvβ3 

 

 
Phase I et II : 

Cancer colorectal avancé 

 
Interféron α-2 

 
Inhibiteur du 

 b-FGF, et du VEGF 

Phase I, III : 
Tumeur solide avancée 

Phase I, II : 
Tumeur solide 

 
IL-12 

 
Augmentation de l’interféron γ 

et IP10 
 

Phase I II : 
Sarcome de Kaposi 

 
CAI 

 
Inhibiteur du calcium 

Phase I : 
Tumeur solide 

Phase II : 
Cancer des ovaires 

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

(D’après Cancer.gov, juillet 2003) 
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III – 3 – 4. Inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse 

Un nombre sans cesse croissant d’inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse sont 

découverts. Certains d’entre eux sont d’un intérêt particulier car ils sont issus du clivage 

protéolytique de molécules n’ayant aucune activité antiangiogénique. Des composants de la 

MEC peuvent libérer de tels agents : l’arrestine, la canstatine sont produites par le clivage du 

collagène IV, l’endostatine par celui du collagène XVIII, la restine est issue de la dégradation 

du collagène XV (Griffioen et Molema, 2000). La protéolyse de protéines plasmatiques peut 

également libérer des facteurs ayant une action antiangiogénique : c’est le cas du 

plasminogène dont le clivage libère l’angiostatine. Le rôle de ces composés dans 

l’angiogenèse physiologique et pathologique n’est pas complètement élucidé, mais ils offrent 

des opportunités pour supprimer l’angiogenèse tumorale, et ouvrent la voie de la thérapie 

génique antiangiogénique.  

Les plus étudiés de ces agents sont l’angiostatine et l’endostatine. Ces deux molécules 

ont été isolées en partant de l’observation qu’une tumeur stimule sa propre croissance en 

produisant des facteurs pro-angiogéniques mais également des inhibiteurs de l’angiogenèse 

qui, libérés dans la circulation, empêchent le développement de foyers secondaires ou 

métastases (Hanahan et Folkman, 1996). Ces deux agents sont des inhibiteurs spécifiques et 

puissants in vivo de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales. 

 

III – 3 – 4 – 1. Angiostatine 

L’angiostatine est une protéine de 38 kDa résultant du clivage protéolytique du 

plasminogène. Elle est formée de quatre sous unités ou kringles. Elle possède la propriété 

d’inhiber la prolifération des cellules endothéliales capillaires in vitro et l’angiogenèse in vivo 

sur un modèle de greffe de cornée.  
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L’angiostatine, isolée à partir d’un carcinome pulmonaire est le premier facteur 

endogène inhibant spécifiquement le processus d'angiogenèse qui a été isolé (O’Reilly et al., 

1994a ; O’Reilly et al., 1994b). Des essais précliniques ont montré que l’administration 

systémique de cette protéine chez la souris produisait la régression considérable des tumeurs 

mammaires, de la prostate et du colon et prévenait le développement des métastases (O’Reilly 

et al., 1996). Toutefois une administration répétée de l’angiostatine est nécessaire pour 

obtenir une régression de la tumeur. Contrairement à certaines molécules utilisées dans les 

traitements anti-cancéreux, il n’a pas été observé de phénomène de résistance lors de cette 

thérapie anti-angiogénique (Boehm et al., 1997).  

 

III – 3 – 4 – 2. Endostatine 

L’endostatine est une protéine de 20 kDa, isolée à partir d’un hémangio-endothéliome 

de souris, correspondant à la fraction C-terminale du collagène XVIII (O’Reilly et al., 1997). 

Le collagène XVIII est un composant naturel de la matrice extracellulaire des cellules 

endothéliales des vaisseaux sanguins qui ne possède pas de propriété antiangiogénique. La 

découverte de l’endostatine laisse entrevoir l’existence d’un contrôle que les cellules de 

l'endothélium vasculaire exerceraient sur la croissance des cellules tumorales, en générant le 

relargage de facteurs solubles tels que l’endostatine. Le mécanisme de génération de 

l’endostatine par le collagène fait intervenir des enzymes (élastase, cathepsine) produites par 

les cellules endothéliales activées (Figure B8). Ces enzymes vont couper le collagène dans sa 

région C Terminale composée de trois parties : un domaine de trimérisation, une région 

centrale où sont localisés les sites du clivage protéolytique et une partie C Terminale de 22 

kDa contenant l’endostatine, libérant l’endostatine qui va jouer dans l’angiogenèse 

physiologique un rôle régulateur encore mal connu (Zatterstrom et al., 2000).  
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Figure B8 : Mécanisme de libération de l’endostatine à partir du collagène XVIII. (D’après 

Zatterstrom et al., 2000). 

 

 

L’analyse cristallographique de l’endostatine a permis d’en déterminer la structure. 

L’étude indique qu’il s’agit d’une protéine compacte et révèle la présence de 11 résidus 

arginine. Ces derniers permettent la liaison de l’endostatine avec l’héparine, base de 

l’hypothèse concernant l’action de l’endostatine sur les cellules endothéliales (Hohenester et 

al. 1998). En effet, l’endostatine  pourrait exercer son action antiproliférative en entrant en 

compétition avec le b-FGF pour se lier aux héparanes sulfates et de ce fait perturber la 

transmission du signal mitogénique (Chang et al., 1999). Toutefois, ce mécanisme ne semble 

être qu’une des composantes permettant une action inhibitrice de l’endostatine sur 

l’angiogenèse. En effet, une interaction de l’endostatine avec les intégrines a également été 

mise en évidence (Rehn et al., 2001). In vitro, l’endostatine inhibe spécifiquement la 

Sécrétion d’enzymes 
protéolytiques :  
élastases 
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Clivage du collagène   
 

Endostatine   
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prolifération des cellules endothéliales et est un inducteur de l’apoptose cellulaire (Dhanabal 

et al., 1999b).   

 

Boehm a le premier mis en évidence l’action antiangiogénique in vivo de 

l’endostatine. L’injection systémique de 20 mg/kg/jour d’endostatine recombinante à des 

souris porteuses d’un carcinome pulmonaire provoque une inhibition du développement des 

métastases et de la croissance tumorale, pouvant aller jusqu’à une régression de la tumeur à 

un stade microscopique. Comme dans le cas de l’angiostatine, aucun phénomène de résistance 

n’a été décelé lors de cet essai (Boehm et al., 1997 ; Kerbel et al., 1997). 

De nombreuse études menées in vivo sur des modèles tumoraux de mélanome, 

fibrosarcome, carcinome pulmonaire de Lewis et utilisant l’endostatine aussi bien sous forme 

protéique que sous forme de thérapie génique ont montré que cet agent inhibe la croissance de 

tumeurs primaires, prévient l’angiogenèse tumorale et la dissémination métastatique (O’Reilly 

et al., 1997 ; Dhanabal et al., 1999c ; Yokoyama et al., 2000). Toutes ces études suggèrent 

que l’endostatine agit de manière spécifique en inhibant l’angiogenèse tumorale et sans 

affecter directement les cellules tumorales. Ces résultats ont généré beaucoup d’espoir, 

l’endostatine est rapidement apparue comme étant un des inhibiteurs les plus prometteurs. 

Des essais toxicologiques et cliniques de phase I ont été initiés très peu de temps après 

la découverte de cette protéine. Ces études, dont les résultats ont été récemment publiés, ont 

montré que l’endostatine n’était pas toxique et que des doses équivalentes à celles efficaces 

chez l’animal pouvaient être facilement atteintes chez l’homme (Herbst et al., 2002 ; Thomas 

et al., 2003). Par contre ces essais se sont révélés décevants en ce qui concerne l’efficacité 

antitumorale de l’endostatine, aucune réponse partielle ni aucune diminution de la 

vascularisation tumorale n'ayant été observées (Thomas et al., 2003).  
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III – 3 – 4 – 3. Troponine I musculaire 

La recherche de nouveaux inhibiteurs de l’angiogenèse a permis récemment à Moses 

(1999) de mettre en évidence, pour la première fois, la présence de l’isoforme du muscle strié 

à contraction rapide de la troponine I (TnI) dans le cartilage, tissu non vascularisé et 

fournisseur de nombreux inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse (Moses et al., 1999). La TnI 

est la sous unité régulatrice du complexe des troponines et est impliquée dans la régulation de 

la contraction musculaire (Figure B9). Jusqu’à l’étude de Moses, la présence de cette protéine 

dans un tissu autre que les muscles n’avait jamais été rapportée.  

 

Figure B9 : Rôle de la TnI dans la contraction musculaire. (D’après Farah et Reinhard, 1995). 
La TnI interagit avec la TnC de manière calcium dépendante. Au repos la TnI empêche la 

fixation de la tête de myosine sur l’actine. Au cours de la contraction musculaire, la fixation du 

calcium à la TnC entraîne un changement conformationnel de la TnI et de la tropomyosine, permettant 

la fixation de la tête de la myosine sur l’actine 

 

 

La TnI existe sous trois isoformes : des isoformes du muscle squelettique lent et rapide 

et l’isoforme cardiaque qui est relarguée dans la circulation juste après un accident 

cardiovasculaire (ischémie, infarctus). Du fait de sa cardiospécificité importante, la TnI 
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cardiaque est l’isoforme la mieux connue et son dosage est couramment utilisé en diagnostic 

clinique d’ischémie myocardique (Plebani et al., 2001).  

Moses a montré que l’isoforme du muscle squelettique à contraction rapide de la TnI 

est un puissant inhibiteur de l’angiogenèse aussi bien in vitro qu’in vivo. La mise en évidence 

de son action antiangiogénique est récente, peu d’études relatives à l’action de cette protéine 

sont menées à ce jour, les connaissances concernant son mécanisme d’action sont minimes 

(Moses et al., 1999 ; Feldman et al., 2002). Une des hypothèses émises est que la TnI, 

protéine riche en lysine, se lie à l’héparane-sulfate protéoglycanne de la surface cellulaire et 

entre ainsi en compétition avec le b-FGF et peut-être le VEGF.  

 

 

Les produits antiangiogéniques, synthétiques ou endogènes, que nous venons de 

présenter ont montré leur efficacité dans différents modèles tumoraux. Ils peuvent inhiber ou 

ralentir la croissance tumorale et maintenir les micrométastases à l’état dormant, rendant leur 

administration possible en traitement adjuvant des thérapeutiques conventionnelles. Un bon 

nombre d’entre eux (environ une quarantaine) sont impliqués dans des essais cliniques de 

phase I à III. 

Toutefois la thérapie antiangiogénique telle qu’elle est appliquée à l’heure actuelle 

présente certaines limitations. La thérapie antiangiogénique repose pour l’instant sur 

l’administration répétée par voie systémique de composés pharmacologiques ou d’inhibiteurs 

endogènes, qui peuvent présenter des effets secondaires non négligeables. Ces agents peuvent 

diffuser dans tout l’organisme et risquent de perturber les processus de néovascularisation 

physiologiques. De plus, une des principales limites à l’utilisation des inhibiteurs endogènes 

de l’angiogenèse dans des essais cliniques reste la difficulté à produire les quantités 
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importantes de protéine, ayant une courte vie biologique, nécessaire à la thérapie (Dhanabal et 

al., 1999a).  

Une administration de ces inhibiteurs sous forme de thérapie génique paraît une 

alternative intéressante, c’est donc vers une approche de thérapie génique antiangiogénique 

que l’on s’oriente.   

 

III – 3 – 5. Thérapie génique antiangiogénique 

La thérapie génique permettrait une amélioration des traitements conventionnels grâce 

à une production locale importante de l’agent thérapeutique. Dans l’idéal, le transfert d’un 

gène antiangiogénique dans un organe cible spécifique permettrait d’obtenir une expression et 

une activité de la protéine thérapeutique uniquement au niveau de la tumeur. La thérapie 

génique fournirait également un effet antiangiogénique local constant dans la mesure où 

l’expression du transgène persiste dans le temps. La thérapie génique antiangiogénique suscite 

ces depuis quelques années un grand intérêt, un grand nombre de groupes s’intéressent à cette 

approche.  

Les méthodes de transfert et les gènes utilisés pour la thérapie génique 

antiangiogénique sont aussi nombreux que les modèles tumoraux utilisés. Si dans les premiers 

temps les vecteurs viraux étaient les plus utilisés, du fait des risques liés à leur utilisation on 

note un intérêt croissant pour les techniques de transfert non virales, particulièrement pour les 

liposomes cationiques (Chen et al., 1999 ; Sacco et al., 2001). Ces derniers sont d’un usage 

plus sûr que les vecteurs viraux et possèdent une affinité particulière pour les cellules 

néoendothéliales tumorales (Krasnici et al., 2003). Cette particularité fait des liposomes 

cationiques des vecteurs de choix pour une application de thérapie génique antiangiogénique, 

permettant, après administration par voie intraveineuse, l’adressage des gènes dans les 

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

proangiogéniques soit de stimuler les inhibiteurs de l’angiogenèse.  

 

III – 3 – 5 – 1. Inhibition des facteurs proangiogéniques  

C’est essentiellement le VEGF, qui est la cible de cette approche. Les stratégies de 

thérapie génique employées pour bloquer directement le VEGF ou sa voie de signalisation 

sont variées : elles vont de l’utilisation d’ARNm antisens à la modification de la séquence 

codante d’un récepteur au VEGF, entraînant une modification de sa structure (Chen et al., 

1996, Im et al., 1999). Millauer a montré, chez la souris athymique que l’infection de cellules 

endothéliales par un rétrovirus codant le récepteur du VEGF muté était capable de bloquer la 

signalisation du VEGF et de bloquer la croissance du glioblastome (Millauer et al., 1996). 

L’approche consistant à transfecter les cellules tumorales par un ADNc codant pour un 

récepteur soluble du VEGF a montré son efficacité à inhiber la croissance tumorale dans 

plusieurs modèles tumoraux dont un modèle de fibrosarcome humain et un de neuroblastome 

(Goldman et al., 1998 ; Davidoff et al., 2001).   

 

III – 3 – 5 – 2. Augmentation des facteurs proangiogéniques  

La mise en évidence des inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse a ouvert la voie à 

cette application de thérapie génique, et grand nombre d’essais de thérapie génique a pour but 

d’augmenter les stimuli antiangiogéniques. Le but est alors d’induire la synthèse et la 

sécrétion, par les cellules tumorales ou endothéliales, d’une protéine possédant une action 

spécifique des cellules endothéliales. Parmi les inhibiteurs naturels de l’angiogenèse les plus 

impliqués dans des protocoles de thérapie génique se trouvent l’angiostatine et l’endostatine.  
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Le transfert du gène de l’angiostatine inhibe la formation des vaisseaux, le 

développement tumoral et bloque le processus métastatique dans des modèles carcinome, de 

gliome (O’Reilly et al., 1996 ; Zhang et al., 2000 ; Fukumori et al., 2002).  

L’endostatine est elle aussi évaluée dans différents modèles tumoraux avec plus ou 

moins de succès. Le transfert du gène de l’endostatine prévient in vivo la croissance et la 

dissémination métastatique de certains modèles tumoraux (carcinome pulmonaire, cancer du 

sein, cancer du colon) (Boehm et al., 1997 ; Chen et al., 1999 ; Dkhissi et al., 2003). 

Cependant l’endostatine se révèle par contre inefficace, appliquée sous forme de thérapie 

génique, à induire un quelconque effet dans des modèles de leucémie ou de neuroblastome 

(Eisterer et al., 2002 ; Jouanneau et al., 2002). Ces résultats pourraient être des indicateurs de 

l’existence d’une certaine action tissu-spécifique de l’endostatine rapportée récemment par 

Dkhissi (Dkhissi et al., 2003).  

 

La thérapie génique autorise des approches plus originales que les thérapeutiques plus 

conventionnelles. Elle permet de construire de protéines chimères résultant de la fusion des 

gènes codant pour deux protéines. La statine, produit de la fusion du gène de l’angiostatine et 

de l’endostatine induit une réponse antiangiogénique supérieure à celle observée lorsque 

chaque gène est utilisé seul (Scappaticci et al., 2001).  

La thérapie génique antiangiogénique est une approche relativement nouvelle 

comparée aux stratégies conventionnelles et montre déjà sa validité pour être appliquée en 

traitement adjuvant de tumeurs solides ; elle est capable d’induire dans de nombreux modèles 

animaux des retards de croissance de la tumeur. 

Quelques unes des stratégies de thérapie génique évaluées à l’heure actuelle sont 

regroupées dans le tableau B8. 
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Gène Vecteur Modèle  

et réponse observée 

VEGF antisens AAV In vivo: 

Carcinome HNSCC 

Inhibition de la croissance tumorale 

FLT-1 soluble 

 

Adénovirus In vivo : fibrosarcome HT-1080 

Inhibition de la croissance tumorale 

Récepteur VEGF-2 

 

Rétrovirus In vivo : Tumeur rénale murine/ neuroblastome 

murin 

Diminution de la croissance tumorale 

Antagoniste 

 uPA/UPAR 

Adénovirus In vivo : Carcinome du colon souris nude 

Inhibition de la dissémination métastatique 

Allongement de la survie 

Récepteur soluble Tie2 

 

Adénovirus In vivo 

Inhibition de la dissémination métastatique 

 

Tableau B8 : Quelques exemples de thérapie génique antiangiogénique visant à inhiber les 

stimuli pro-angiogéniques 
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Gène Vecteur Modèle  

et réponse observé 

Angiostatine AAV In vivo : Gliome de rat 
Inhibition de la croissance tumorale 

Ralongement de la survie 
 Liposome In vivo : Cancer du sein murin  

Inhibition de la croissance tumorale  
et de la dissémination métastatique 

Endostatine ADN plasmidique In vivo : Carcinome mammaire Mca-4 murin 
Inhibition de la croissance tumorale 

Diminution de la vascularisation tumorale 
 Liposome In vivo : Cancer du sein murin, tumeur hépatique 

Inhibition de la croissance tumorale  
et de la dissémination métastatique 

 
 Adénovirus In vivo : Cancers du colon (HT29 ; C51) 

Inhibition de la croissance tumorale 
Diminution de la vascularisation tumorale 

 
IL-4 

 
Rétrovirus In vivo : Gliome murin et de rat 

Diminution de la croissance tumorale 
IFN-α 

 
 

Rétrovirus 
 

In vitro : Inhibition de la migration de cellules 
endothéliales  

 
In vivo : sarcome de Kaposi sur souris nude:   

réduction de la croissante tumorale  
IFN-β Transformation in 

vitro de cellules PC-
3M 

In vivo : Cancer de la prostate PC-3M souris nude 
Inhibition de la dissémination métastatique, diminution 

de l’angiogenèse tumorale 
TIMP-1 

 
Adénovirus In vitro : Cellules endothéliales BAE 

Inhibition de la migration des cellules endothéliales 
TIMP-2 

 
Liposome In vivo : Carcinome hépatique HuH7 sur souris nude 

Inhibition de l’angiogenèse tumorale et Augmentation 
de la nécrose tumorale 

TSP-1 
 

Liposome  

p53 
 

Liposome In vivo : B16-F10 mélanome murin 
Inhibition de la dissémination métastatique  

PF-4 
 

Rétrovirus In vivo : Glioblastome  
inhibition de la croissance tumorale 

 
 

Tableau B8 (suite) : Quelques exemples de thérapie génique antiangiogénique visant à 

augmenter les agents anti-angiogéniques  
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Certes des améliorations restent à apporter à la thérapie génique antiangiogénique, 

concernant notamment les systèmes de transfert et le contrôle de l’expression des gènes. Il 

reste à mettre au point des vecteurs permettant d’augmenter et de maintenir des taux 

d’expression du transgène élevés, d’induire une expression spécifique du tissu, et de réguler 

cette expression. Il faut certes que le facteur angiogénique puisse être produit de façon 

prolongée mais il faut aussi que cette production soit limitée à la tumeur. Si des améliorations 

concernant l’adressage des vecteurs ont déjà été apportées, on maîtrise encore mal la durée et 

le niveau de l'expression d'un transgène. Si celle-ci doit être suffisante pour maintenir une 

concentration efficace de la protéine d’intérêt, il ne faut pas non plus qu'elle soit excessive ou 

même continue. C'est donc vers une régulation d'expression des gènes (choix de séquences 

régulatrices ou système d'expression conditionnelle) que les nouvelles stratégies de thérapie 

génique devront s’orienter (Fusseneger, 2001).  

Malgré les améliorations restant à apporter, cette thérapie nous apparaît une approche 

d’avenir. Elle possède une toxicité moindre que la chimiothérapie, est applicable en théorie à 

un grand nombre de tumeurs dépendant de l’angiogenèse et permettrait d’obtenir une 

expression de la protéine thérapeutique localisée au niveau de la tumeur évitant ainsi les effets 

secondaires. De plus le développement des vecteurs de transfert non viraux tels que les 

liposomes cationiques permet une application plus sûre de cette thérapie, et un certain ciblage 

tumoral.   
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Aucun essai de thérapie génique antiangiogénique concernant l’ostéosarcome n’a été à 

ce jour rapporté. L’ostéosarcome, tumeur très vascularisée et à un fort potentiel métastatique, 

est pourtant le type même de néoplasme pouvant bénéficier des avantages de la thérapie 

génique antiangiogénique. Cette approche thérapeutique n’entraîne pas de résistance comme 

la chimiothérapie, et prévient en théorie la dissémination métastatique ; elle devrait donc 

permettre de maintenir l’ostéosarcome au stade de tumeur locale.  

Dans ce contexte de mise au point d’une thérapie génique antiangiogénique applicable 

à l’ostéosarcome nous avons comparé l’effet de deux gènes, l’endostatine et la TnI, sur un 

modèle d’ostéosarcome de rat reproduisant les caractéristiques de l’ostéosarcome humain. 

Nous avons choisi d’utiliser des liposomes cationiques comme vecteurs de gènes, plus sûrs et 

moins coûteux à produire que les vecteurs viraux. Dans cette étude nous souhaitons pouvoir 

mettre en évidence la validité de la thérapie génique antiangiogénique non virale pour le 

traitement adjuvant de l’ostéosarcome.  
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MATERIEL ET MÉTHODES 
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I. Techniques de biologie moléculaire appliquées à la 

construction du plasmide recombinant pSecTnITag 

I – 1. Extraction des ARN totaux 

Cette opération est réalisée dans le but d’isoler l’ARN messager (ARNm) de la 

Troponine I musculaire humaine (TnI) à partir d’un fragment de muscle squelettique. 

L’extraction est effectuée à l’aide du réactif « Tripure Isolation Reagent » (Roche, Meylan, 

France).  

Les cellules musculaires sont lysées dans la solution Tripure (1 ml/100 mg de muscle) 

et incubées 5 min à température ambiante pour dissocier les complexes nucléoprotéiques. Du 

chloroforme (0,2 ml/ml de Tripure) est ensuite ajouté. Les phases sont séparées par 

centrifugation (12000g, 4°C, 15 min). Les ARN totaux localisés exclusivement dans la phase 

aqueuse supérieure, sont récupérés et précipités à l’aide d’isopropanol (vol/vol) et lavés par 

une solution d’éthanol à 75%. Le culot est séché puis repris dans 20 µl d’eau stérile contenant 

du diéthylpyrocarbonate (DEPC). La qualité des ARN est contrôlée par électrophorèse sur un 

gel d’agarose 1%.  

 

I – 2. Transcription inverse (RT) 

La transcription inverse permet de transcrire un ARNm en son ADN complémentaire 

(ADNc) à l’aide de la transcriptase inverse. Cette enzyme a pour substrat les ARN à partir 

desquels elle synthétise un brin complémentaire d’ADN, grâce à une amorce polydT 

s’hybridant sur la séquence polyA des ARNm. Cette technique est réalisée en utilisant le kit 

« Superscript Preamplification System » (Invitrogen, Groningen, Pays-Bas). Elle permet 
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d’obtenir et d’amplifier une partie de la séquence codante du gène de la TnI à partir de muscle 

squelettique humain. 

Dans un premier temps, 3 à 4 µg d’ARN totaux sont incubés avec 0,5 µg d’oligodT 

pendant 10 min à 70°C dans un thermo-bloc chauffant (Crocodile II, Q-Biogen, Illkirch, 

France). Le mélange est ensuite refroidi dans la glace puis pré-incubé 5 min à 42°C avec le 

tampon de la transcriptase (tampon de transcription 1X, MgCl2 2,5 mM, dNTP 0,5 mM, DTT 

10 mM). La synthèse de l’ADNc est effectuée à 42°C pendant 50 min en présence de 200 U 

de transcriptase inverse qui est ensuite inactivée par une incubation de 15 min à 70°C. Enfin 

la matrice d’ARN est éliminée par l’action de 2 U de RNase H, 20 min à 37°C. 

 

I –  3. Réaction de polymérisation en chaîne ou PCR 

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) permet d’amplifier une séquence spécifique 

d’ADN présente en faible quantité.  

L’ADNc monocaténaire obtenu à l’issue de la RT est amplifié par PCR. Cinq µl de 

produit de RT sont incubés avec 0,5 U de DNA polymérase de Thermus aquaticus (QBiogen) 

en présence de tampon 1X, de dNTP 0,2 M et d’amorces 0,4 mM dans un volume réactionnel 

de 50 µl. Les amorces utilisées pour le clonage de l’ADNc de la TnI sont choisies d’après 

Moses (1999). Ces amorces possèdent des bases ajoutées (signalées en bleu) afin de permettre 

la ligation du produit de PCR dans le vecteur plasmidique selon le protocole « DiTriSec ». La 

séquence nucléotidique de ces amorces qui permettent l’amplification d’une séquence de 552 

pb est :  

Amorce sens : 5’ GCTATC GGAGATGAGGAGAAGCG 3’ 

Amorce antisens : 5’ GCTACCGGACTCGGACTCAAACAT 3’ 
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L’amplification est effectuée dans un thermocycleur Crocodile II (Q-Biogen) et 

comporte les étapes suivantes :  

 

Phase Durée  

et température 

Nombre  

de cycles 

Dénaturation 2 min à 94 °C 1 

Dénaturation 

Hybridation 

Extension 

1 min à 94 °C 

1 min à 59 °C 

1 min à 72 °C 

 

35 

 

Extension 2 min à 72 °C 1 

 
Tableau M1 : Programme PCR pour amplification de la séquence codante TnI. 

 

 

La PCR est une méthode d’amplification sensible ; plusieurs contrôles sont inclus lors 

des réactions afin de s’assurer de l’absence de contamination des échantillons par de l’ADN 

exogène :  

 - un contrôle négatif de PCR, obtenu par réaction avec les amorces spécifiques du gène 

d’intérêt et un ARN contrôle du kit  

 - un contrôle positif obtenu par réaction de l’ARN contrôle avec ses amorces spécifiques.  

Les produits de l’amplification sont déposés sur gel d’agarose 0,8% afin de vérifier 

leur taille. Une confirmation de l’identité des produits obtenus par PCR est réalisée par 

digestion des fragments amplifiés par l’endonucléase de restriction Pvu II qui génère deux 

fragments de taille 205 et 347 pb.  

 
Les produits de l’amplification sont purifiés selon le protocole du kit « QIAquick 

Purification » (QIAGEN) puis dosés en spectrophotométrie. La méthode de dosage est décrite 

au paragraphe I – 4 
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I – 4. Quantification des acides nucléiques en spectrophotométrie 

La concentration d’une solution en ng d’acides nucléiques/µl est calculée selon la 

formule : 

A (260) x ε x VT 

VE 
 

A (260) est l’absorbance mesurée à 260 nm. VT et VE sont respectivement le volume 

total de la réaction et le volume de l’échantillon d’acides nucléiques en µl. ε représente le 

coefficient d’extinction molaire spécifique pour chaque acide nucléique : 33 pour l’ADN 

monocaténaire, 50 pour l’ADN bicaténaire et 40 pour l’ARN. 

Le rapport des absorbances à λ260 nm et λ280 nm indique la pureté de la solution. 

L’absorbance à 280 nm donne une estimation de la quantité de protéines dans l’échantillon. 

Le rapport doit être supérieur à 1,8 pour les ADN et à 2 pour les ARN.  

 

I – 5. Electrophorèse en gel d’agarose 

Les ARN ou les produits de PCR dilués dans du tampon échantillon 6 X (xylène 

cyanol et le bleu de bromophénol 2,5 mg/ml, glycérol 60 %, eau distillée 40%) sont séparés 

par une électrophorèse en gel d’agarose dans du tampon TAE (TAE 50X : Tris-HCl 0,5 M, 

acide acétique 50 mM, EDTA 50 mM, pH 7,4) et en présence de bromure d’éthidium (BET) 

0,5 µg/ml. Le BET s’intercale entre les bases des acides nucléiques et permet leur 

visualisation lors de l’irradiation par les UV.  
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I - 6. Construction du plasmide pSecTnITag 

I – 6 – 1. Plasmide pSecTag2C 

 La séquence codante de la TnI est insérée dans un vecteur plasmidique pSecTag2C 

(Invitrogen).  

Les principales caractéristiques du plasmide pSecTag2 sont présentées dans la Figure 

ci-dessous. Ce plasmide comporte deux séquences particulières : 

- une séquence de sécrétion, la séquence signal de l’Igκ murine, permettant l’exportation de la 

protéine d’intérêt dans le milieu de culture.  

- une séquence codant pour l’épitope c-myc en aval du MCS, qui permet, si le cadre de lecture 

est conservé, de détecter la protéine de fusion (Figure M1). 

 

 

 
Figure M1 : Schéma du plasmide pSecTag2 (Invitrogen) 
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I – 6 – 2. Clonage de l’ADNc de la TnI dans le plasmide : méthode 

« Di/Tri-Sec » 

La méthode de clonage utilisée est appelée « Di/Tri-Sec » (Roche), a été décrite par 

Vieira (Vieira et Messing, 1987). Le principe de cette technique, qui permet de réduire les 

insertions non spécifiques de l’ADNc dans le vecteur de clonage, est représenté sur la Figure 

M2 et se décompose en 2 parties:  

- modification du produit de PCR et du plasmide  

- ligation du gène d’intérêt dans le plasmide linéarisé.  

Le produit de PCR et le plasmide sont modifiés de manière à permettre le clonage du 

produit de PCR au niveau du site Hind III du « Multiple Cloning Site » (MCS) du vecteur 

pSecTag2C.  

 

I – 6 – 2 – 1. Préparation du plasmide et du produit de PCR 

I – 6 – 2 – 1 – 1. Linéarisation du plasmide 

Le plasmide linéarisé par Hind III est modifié par adjonction de bases au niveau du site 

de restriction afin d’éviter tout phénomène de re-ligation sur lui-même. Le plasmide linéarisé 

(5 µg) est incubé avec des nucléotides triphosphates (dATP, 0,1 mM) et une enzyme (Klenow 

polymérase, 20 U), pendant 15 min à température ambiante, afin de remplir les extrémités 3’ 

sortantes du vecteur.  

I – 6 – 2 – 1 – 2. Modification du produit de PCR 

La séquence codante de la TnI obtenue par PCR est incubée en présence de 

nucléotides triphosphates (dTTP, 2 mM, Q Biogen) et de T4 DNA polymérase (1 U/µl), la 

réaction se déroulant à 12°C pendant 30 min. L’enzyme est ensuite inactivée par chauffage à 

80°C pendant 15 min.  
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1) Modification de l’insert TnI  
ARNm 

 
             RT 

 
 

ADNc 
                                             5’                                                                                         
                                            GCTA+ Amorce TnI                                                               3’ 

                                                                     Amorce TnI+ ATCG 
 

    
 
 

5’                                                                   3’ 
GCTA                                                     TAGC 
CGAT                                                    ATCG 
3’                                                                    5’ 

 
                                                                Purification  

                                                                          des produits PCR 
 

T4DNA polymérase+dTTP 
(Activité 3’-5’ exonucléasique)  

 
   5’                                                                       3’ 

GCTA                                                    T 
                 T                                                    ATCG 
3’                                                                        5’ 

 
 
 
2) Modification du vecteur digéré par Hind III                 
 

 
                                                             5’ 

A                                         AGCTT 
TTCGA                                         A 

                                                                                                                      3’             
 
 

Klenow polymérase + dATP 
(activité 5’-3’ exonucléasique) 

                                                            5 
AA                                         AGCTT 
TTCGA                                          AA 

                                                              3’ 
 

3) Ligation insert et plasmide modifiés 

AAGCTA                                          TAGCTT  

                                                     TTCGAT                                         ATCGAA 
 

 
Figure M2 : Schéma du protocole « Di/Tri-Sec » 

AAGCTT 
TTCGAA  

PCR 
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I – 6 – 2 – 2. Ligation 

L’ADNc de la TnI modifié et le plasmide linéarisé sont purifiés séparément par 

précipitation avec 2,5 vol d’éthanol absolu / 0,1 vol acétate de sodium 3M puis lavés dans de 

l’éthanol 70%. Chaque culot est séché et repris dans 20 µl d’eau distillée stérile et la 

concentration de la suspension est déterminée par spectrophotométrie. Afin de réaliser la 

meilleure ligation possible, l’insert et le plasmide doivent être apportés dans des proportions 

précises, situées entre 10 et 20 molécules d’insert par molécule de plasmide.  

 

Le nombre nécessaire à la réaction de molécules/µl pour chaque acide nucléique est 

déterminé à l’aide de la formule suivante : 

M = [concentration de l’ADN (g/l) ×N] / poids moléculaire de l’insert (g/mol) 

N : nombre d’Avogadro = 6,02. 10 23 

 

La ligation est réalisée par incubation à 15 °C pendant 15 h du  mélange réactionnel ci-

dessous. 

 

Composé Quantité 

pSecTag2C  270 ng 

Produit de PCR modifié  20 ng 

Tampon de ligation (10X) 1 X 

T4 DNA ligase  3 U 

H2O stérile pH 7 qsp 20 µl 

 
Tableau M2 : Composition du mélange réactionnel de ligation 
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Le plasmide recombinant issu de la ligation est nommé pSecTnITag.  

Au cours de notre travail, nous utilisons un autre plasmide recombinant : le plasmide 

pSecEndo contenant la séquence codante de l’endostatine murine. Ce plasmide est le produit 

du clonage de l’endostatine murine dans le vecteur pSecTag2, réalisé précédemment par notre 

équipe.  

 

I – 7. Amplification des plasmides recombinants 

I – 7 – 1. Transformation bactérienne 

La transformation est réalisée par choc thermique. Le produit de ligation, ou le 

plasmide commercial (pSecTag2) (50ng) est mélangé à 50 µl de bactéries compétentes 

Escherichia coli JM 109 (Promega, Madison, USA). L’ADN pénètre à l’intérieur des 

bactéries à la suite d’un choc thermique : l’ensemble placé 20 min dans la glace est ensuite 

incubé 45 à 50 s à 42°C puis de nouveau dans la glace pendant 2 min. La prolifération des 

bactéries transformées est initiée par une incubation d’1 h à 37°C sous agitation dans 900 µl 

de milieu SOC (2g Bacto-Tryptone, 0,5g Bacto-Yeast Extract, NaCl 1 M, KCl 1M, MgCl2 

2M, Glucose 2M). Des fractions de 100 à 200 µl de ce mélange sont ensemencées sur boîtes 

de gélose LB-agar (Sigma) contenant 100 µg/ml d’ampicilline (Q-Biogen) comme 

antibiotique de sélection spécifique du plasmide. La croissance des clones bactériens 

s’effectue sur la nuit à 37°C.  
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I – 7 – 2. Amplification et extraction d’ADN plasmidique 

I – 7 – 2–1. Minipréparation 

Le but de la minipréparation est de vérifier l’identité du produit de ligation. 

Des colonies bactériennes sont prélevées sur les boîtes de gélose. Chacune des 

colonies est inoculée dans 5 ml de milieu LB liquide supplémenté par l’ampicilline (100 

µg/ml). Ces échantillons sont incubés à 37°C sous agitation, une nuit. 

Un souchier est réalisé, en mélangeant stérilement 700 µl de suspension bactérienne à 

300 µl de glycérol et stocké à - 80°C, le reste de la suspension est centrifugé (700 g, + 4°C, 10 

min). L’ADN plasmidique contenu dans le culot bactérien est purifié suivant le protocole du 

kit « High Pure Plasmid Isolation Kit » (Roche). 

Une digestion du plasmide recombinant est réalisée par l’enzyme de restriction Pvu II ayant 

un site de coupure unique dans l’insert (en position 347 de l’insert) et 2 sites de coupures dans 

le plasmide. La taille du fragment caractéristique de l’insertion est de 772 pb si l’ADNc est 

inséré dans le sens correct, et de 627 pb pour l’insertion « antisens » de l’ADNc.  

 

I – 7 – 2 – 2. Maxipréparation et gigapréparation 

Cette technique est utilisée pour la production d’ADN plasmidique en grande 

quantité ; jusqu’à 8 mg d’ADN peuvent être obtenus par gigapréparation. Les kits utilisés 

(Qiafilter Endofree de Qiagen) permettent l’élimination des endotoxines présentes dans les 

échantillons. Les endotoxines sont des composants membranaires des bactéries qui peuvent 

réduire l’efficacité de transfection, ou entraîner une activation du système du complément 

chez l’animal.  

Une fraction du souchier correspondant au plasmide recombinant (120 µl et 600 µl) est 

ensemencée dans 500 à 2500 ml de milieu LB respectivement pour une maxipréparation et 

une gigapréparation, en présence d’ampicilline (100 µg/ml). L’ensemble est incubé une nuit à 
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37°C sous agitation. Le protocole appliqué pour l’isolement de plasmide est celui du kit. La 

pureté des ADN extraits suivant ces préparations permet de les utiliser soit pour la 

transfection de cultures cellulaires soit pour les complexer à des liposomes cationiques. 

 

II. Culture cellulaire 

II – 1. Culture de la lignée cellulaire d’ostéosarcome 1547 

Les cellules d’ostéosarcome utilisées (CRL 1547) proviennent de l’ATCC. Elles sont 

issues de la transformation par 0,01 ml MNNG (N-méthyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine, 

nitrosamine cancérigène) d’une autre lignée cellulaire osseuse HOS (ATCC CRL-1543). 

Cette lignée est capable de produire des tumeurs ostéogéniques chez la souris « nude ». 

Les cellules adhérentes sont cultivées dans du milieu « Minimum Essential Medium » 

(MEM, Invitatoire) contenant 25 mM d’HEPES. Le milieu est supplémenté par 2 mM de L-

glutamine, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 10% de sérum de veau 

fœtal (BioWhitaker, Verviers ; Belgique) décomplémenté par chauffage à 56°C pendant 30 

min. Ces cellules sont cultivées dans un incubateur thermostaté à 37°C, dans une atmosphère 

humide contenant 5% de CO2. Le milieu de culture est renouvelé tous les 2 à 3 jours. 

A confluence, le milieu est éliminé et le tapis cellulaire lavé par un tampon phosphate 

stérile (PBS 1X : NaCl 1,38 M, KCl 27 mM, Na2HPO4 31 mM, KH2PO4 14,7 mM, pH 7.4). 

Les cellules sont détachées de leur support par incubation de 5 min avec une solution de 

trypsine-EDTA (Invitrogen). L’action de la trypsine est inhibée par addition de milieu de 

culture complet, les cellules sont centrifugées (10 min, +4°C, 1200 rpm) puis remises en 

culture dans du milieu à la densité souhaitée. Les numérations cellulaires sont effectuées à 

l’aide d’une cellule de Malassez. Le pourcentage de viabilité est estimé par le test d’exclusion 

au bleu trypan.  
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II – 2. Culture de la lignée cellulaire endothéliale bovine (EJG) 

Les cellules endothéliales capillaires utilisées (CRL 8659, EJG) proviennent 

également de l’ATCC. Cette lignée dérive du tissu médulo-surrénal bovin dissocié par la 

collagénase. Le milieu de culture des cellules endothéliales est le même que celui utilisé pour 

les cellules 1547, supplémenté en acides aminés non essentiels à 1% (Invitrogen).  

La culture de routine et la numération sont effectuées par les mêmes méthodes et dans les 

mêmes conditions que pour les cellules d’ostéosarcome. Pour les expérimentations, du b-FGF 

est ajouté à raison de 6ng/ml, au milieu de culture des cellules EJG.  

 

II – 3. Culture de la lignée cellulaire humaine HUVEC 

Les cellules HUVEC proviennent de la firme Clonetics (Walkersville, U.S.A.). Ces 

cellules primaires d’origine humaine sont isolées de la veine ombilicale. Elles sont 

maintenues en culture dans du milieu spécifique : Endothelial Growth Medium (milieu EGM, 

Clonetics contenant du b-FGF, « human Epidermal Growth Factor » (h-EGF), VEGF (chacun 

à 12 ng/ml), gentamicine : 100 U/ ml, amphotéricine B, 100 U/ ml, SVF 2%). Ces cellules 

sont cultivées dans un incubateur thermostaté à 37°C, dans une atmosphère humide (95%), à 

5% de CO2. La culture de routine et la numération sont effectuées par les mêmes méthodes et 

dans les mêmes conditions que pour les cellules 1547 et EJG. 

 

II – 4. Coculture verticale de cellules 1547 et EJG 

Afin de démontrer que la protéine codée par les plasmides recombinants est 

fonctionnelle et possède une activité inhibitrice sur la prolifération des cellules endothéliales, 

des expériences de coculture verticale sont réalisées. Le principe et le déroulement de la 

coculture verticale sont résumés dans la Figure M3. 
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Le milieu de culture des cellules 1547 électroporées comportant un antibiotique de 

sélection, une phase de pré-culture est réalisée au cours de laquelle les cellules 1547 sont 

maintenues dans le milieu des cellules EJG sans antibiotique.  

 

Les cellules EJG sont ensemencées en plaque 24 puits à la densité de 10 000 

cellules/cm², au temps T0 et maintenues dans les conditions de culture normales durant 48 h.  

Les cellules 1547 sont ensemencées dans les inserts de coculture (Tissue Culture Inserts 

membrane de polycarbonate 0,4 µm, Nunc) à la densité de 3000 cellules/cm², dans 0,5 ml de 

milieu de culture 24 h après les cellules EJG. Pendant 24 heures, les cellules 1547 adhèrent 

sur leur support, puis les inserts sont placés au contact des cellules EJG. La coculture est 

poursuivie pendant 13 jours, le milieu de culture est changé par aspiration tous les deux ou 

trois jours. Les cellules 1547 arrivant à confluence après 5 jours de culture, les cupules sont 

remplacées tous les 4 jours par de nouveaux inserts contenant des cellules 1547 confluentes à 

25%.  

Des comptages des cellules EJG sont effectués tous les 2/3 jours. La mortalité est 

déterminée par le test d’exclusion au bleu trypan. 
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Figure M3 : Principe de la coculture verticale. 
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II – 5. Courbes de croissance 

 La croissance des cellules est déterminée sur une durée de 6 à 15 jours. Les différentes 

lignées cellulaires sont ensemencées dans des plaques 24 puits avec 1 ml de milieu, à une 

densité de 5000 cellules/cm2, pour les cellules 1547, et de 10000 cellules/cm2 dans le cas des 

cellules EJG. Une numération quotidienne pour les cellules 1547, et tous les 2/3 jours pour les 

cellules EJG est effectuée comme suit : le tapis cellulaire est lavé par une solution de PBS, 

puis soumis à l’action de la trypsine (100µl/puits). Les cellules sont ensuite reprises dans du 

milieu complet et centrifugées. Le culot cellulaire est remis en suspension dans un volume de 

milieu approprié. Par puits, quatre aliquotes de 50 µl sont prélevées et mélangées à 50 µl de 

bleu trypan. La numération est effectuée à l’aide d’une lame de Malassez, le nombre de 

cellules par cm2 est obtenu à l’aide de la formule suivante : 

  N (Nombre de cellules par cm²) = (Nombre de cellules excluant le bleu trypan × D 

(dilution des cellules dans le Bleu trypan)/1,88 (surface du puits en cm2) 

Cette méthode de comptage est également utilisée afin d’apprécier la croissance des cellules 

après transfection par les gènes d’intérêt (TnI et endostatine). Un comptage en dix 

exemplaires est réalisé. Une analyse statistique des résultats est réalisée par application du test 

de Student.  

 

II – 6. Courbes de cytotoxicité 

C’est une méthode d’analyse de prolifération cellulaire qui repose sur la réduction 

d’un sel de tétrazolium, le 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium bromide 

(MTT, Sigma Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) par les mitochondries des cellules 

vivantes. Ce test est utilisé afin de comparer les vitesses de prolifération des cellules 1547 

(parentales et transfectées) et des cellules EJG. 
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Les différentes lignées cellulaires sont ensemencées en plaque de culture 96 puits et 

maintenues dans des conditions de culture standard. La viabilité cellulaire est déterminée tous 

les jours comme décrit ci dessous.  

Une solution de MTT (0,5 mg/ml) est incubée avec les cultures 3 h à 37°C, dans une 

atmosphère humide à 5% de CO2. La solution de MTT est ensuite éliminée et remplacée par 

100 µl de diméthyl sulfoxide (DMSO, Sigma). Les plaques sont ensuite incubées 10 min à 

37°C, sous agitation, afin de solubiliser les cristaux de formazan « synthétisés ». La mesure de 

la densité optique est effectuée à l’aide d’un lecteur spectrophotométrique (Labsystems 

Multiscan® bichromatic) à la longueur d’onde de 540 nm (Mosmann et al., 1983). Le 

pourcentage d’inhibition de croissance est calculé en appliquant la formule suivante : 

% d’inhibition de croissance= (1-[DO traitée/DO témoin]) x 100 

 

 

III. Transfection des cellules 

III – 1. Electroporation 

III – 1 – 1. Préparation des constructions plasmidiques 

Les plasmides pSecTag2, pSecEndo et pSecTnITag sont digérés par l’enzyme de 

restriction Pvu I (10 U/µg de plasmide) pendant 1 h à 37°C. Cette enzyme est choisie de 

manière à couper une seule fois les plasmides dans le gène de résistance à l’ampicilline. 

 Les plasmides linéarisés sont précipités, lavés puis séchés en conditions stériles. Les 

culots sont repris stérilement dans 20 µl d’eau distillée stérile, puis dosés par 

spectrophotométrie.  
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III – 1 – 2. Transfection par électroporation 

Cette méthode est utilisée pour la transfection des cellules 1547 par le plasmide 

pSecTag2, pSecEndo ou pSecTnITag. Le principe de l’électroporation est de soumettre les 

cellules en suspension à un champ électrique durant une courte période ou « pulse ». Le 

champ électrique conduit à la formation transitoire de pores membranaires au niveau desquels 

les plasmides peuvent pénétrer dans la cellule.  

 Les cellules en phase exponentielle de croissance sont trypsinées et comptées. Dans 

une cuve à électroporation, on dépose : 20 µg d’ADN plasmidique préalablement linéarisé, et 

400 µl de suspension cellulaire à 1. 106 cellules/ml contenant du glucose 10 mM et du 

dithiothréitol (DTT) 0,1 mM. Le mélange est homogénéisé et incubé 5 min à température 

ambiante. La suspension est ensuite soumise à un choc électrique de 240 V, d’intensité 1050 

µF pendant une durée de 30 ms (électroporateur Easyject Plus, Equibio, Angleur, Belgique). 

Les cellules sont alors transférées dans un flacon de culture contenant du milieu complet et 

sont incubées 48 h à 37°C, avec 5% de CO2. La sélection est réalisée par ajout de 400 µg/ml 

de zéocine (Invitrogen) au milieu complet.  

 

III – 1 – 3. Isolement de clones cellulaires 

Après une semaine de sélection, les cellules transfectées sont décollées par action de la 

trypsine et ensemencées à une densité de 2000 par boîte de culture de 100 mm contenant du 

milieu complet et de la zéocine (400 µg/ml). Le milieu est renouvelé tous les deux jours 

jusqu’à apparition des clones. Ceux-ci sont repérés à l’aide d’un objectif de marquage et 

isolés par un cylindre creux. Les cellules sont décollées par addition de trypsine dans le 

cylindre et incubation de 15 min à 37°C. Les cellules récupérées dans chaque cylindre sont 

ensemencées dans des plaques 96 puits à raison d’un clone par puits. A confluence, les clones 

sont trypsinés et transférés en plaque 24 puits contenant du milieu complet et le facteur de 
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sélection. L’expression des gènes antiangiogéniques peut être étudiée sur chaque clone ainsi 

isolé. 

 

II – 1 – 4. Vérification de l’intégration des plasmides 

II – 1 – 4 – 1. Extraction de l’ADN génomique 

L’ADN génomique (ADNg) est extrait des clones cellulaires suivant le protocole 

« Tripure Extraction Reagent » (Roche) afin de montrer l’intégration des plasmides 

recombinants dans les cellules transfectées. 

Les cellules sont lysées dans la solution de Tripure (1ml/5.106 cellules) et incubées  

5 min à température ambiante pour dissocier les complexes nucléoprotéiques. Après addition 

de chloroforme, (0,2 ml/ml de Tripure), les échantillons sont centrifugés. L’ADNg contenu 

dans la phase organique inférieure et dans l’interphase est précipité par de l’éthanol absolu 

(0,3ml /ml de Tripure). Le culot d’ADN récupéré après centrifugation est lavé trois fois dans 

de l’éthanol 10% contenant 0,1 M de citrate de sodium puis une fois dans de l’éthanol 75%. 

Une fois séché le culot est repris dans 100 µl de NaOH 8 mM. Le pH de cette solution est 

ajusté à 8,4 par addition de 66 µl d’HEPES 0,1 M. Les ADNg ainsi extraits serviront de 

matrice pour la réaction de PCR. 

 

II – 1 – 4 – 2. Réaction de polymérisation en chaîne ou PCR  

Les amorces sont choisies afin de vérifier la présence des constructions plasmidiques 

codant pour l’endostatine ou la TnI. Dans les deux cas, l’amorce sens est située sur le vecteur 

et l’amorce antisens est spécifique de la séquence codante de l’endostatine ou de la TnI. Les 

séquences nucléotidiques de ces amorces ainsi que la taille des fragments amplifiés sont 

présentées dans le tableau M3. 
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 Troponine I Endostatine 

matrice ADNg ADNg 

Amorce sens 5’TAATACGACTCACT

ATAGGG3’ 

5’AATTCATGGAGAC

AGACACACTCC3’ 

Amorce antisens 5’GGACTCGGACTCAA

ACAT3’ 

GATCCGTTTGGAGA

AAGAGGTCAT 

Taille du fragment 

amplifié 

784 pb 631 pb 

 
Tableau M3 : récapitulatif des amorces PCR utilisées pour les vérifications de l’intégration des 

constructions plasmidiques. 

 

 

Cinq cent ng d’ADN plasmidique extraits des différents types cellulaires sont soumis 

aux conditions PCR décrites dans le tableau M4. 

 

Matrice 

De PCR 

Phase Durée  

et température 

Nombre  

de cycles 

Dénaturation 2 min à 94 °C 1 

Dénaturation 1 min à 94 °C 

Hybridation 1 min à 54°C 

ADNg  

TnI 

Extension 2 min à 72 °C 

 

35 

 

Dénaturation 2 min à 94 °C 1 

Dénaturation 1 min à 94 °C 

Hybridation 1 min à 56°C 

ADNg 

Endostatine 

Extension 1 min à 72 °C 

 

35 

 

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

fragments.  

 
 

 

Pour ces réactions PCR utilisant l’ADNg comme matrice deux contrôles sont ajoutés : 
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 - un contrôle positif est obtenu par l’amplification d’un plasmide recombinant (contenant la 

séquence codante de la TnI ou de l’endostatine) purifié, parallèlement à l’amplification de 

l’ADNg. 

 - un contrôle négatif obtenu par l’amplification d’un plasmide vide parallèlement à 

l’amplification de l’ADNg.  

La PCR effectuée directement sur les ARN totaux des cellules transfectées permet 

d’éliminer l’hypothèse d’une contamination de l’échantillon par l’ADNg ou par du plasmide 

resté sous forme épisomale. 

Les produits de l’amplification sont déposés sur un gel d’agarose 0,8% et observés 

après exposition aux UV.  

 

III – 2. Transfection par FuGENE 6 

 Le FuGENE 6 (Roche) est un composé lipidique, non liposomal, qui permet 

d’incorporer l’ADN plasmidique circulaire dans de nombreuses lignées de cellules 

eucaryotes, avec une grande efficacité. La transfection réalisée par le FuGENE6 sur les 

cellules endothéliales est transitoire. La préparation du mélange FuGENE 6/ADN 

plasmidique est réalisée selon le protocole du fabricant, en utilisant 1µg de plasmide pour 2µl 

de FuGENE6. 

 Le mélange est déposé goutte à goutte sur les cellules dans le milieu de culture. Les 

cellules sont maintenues dans des conditions de culture habituelles durant 48 h. Une analyse 

de l’expression de la protéine par les cellules transfectées est ensuite effectuée. 

Pour ces expériences de transfection, les cellules sont ensemencées, 48h avant la 

transfection, sur lamelles couvre-objet en plaque de culture 24 puits, à une densité de 10000 

cellules/cm2. La transfection par le FuGENE 6 est réalisée 3 jours après l’ensemencement.  
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III - 3. Transfection par les complexes liposomes cationiques/ADNc 

Les liposomes marqués à la rhodamine (LiporedTM) et les complexes de liposomes 

cationiques /ADN plasmidique, que nous nommons lipoplexes, utilisés au cours de ce travail 

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

III – 3 – 1. Préparation des lipoplexes 

Les liposomes sont préparés suivant la technique de film lipidique. Les lipides, 

DOTAP et cholestérol sont dissous dans du chloroforme et évaporés jusqu’à former un film 

lipidique qui est séché sous vide (pression de 3 à 5 mbar) à 40°C durant 60 min. Les lipides 

sont alors resuspendus dans un volume adéquat de glucose à 5% formant une solution de 

vésicules lipidiques multilamellaires. Ces vésicules sont soumises à extrusion à travers une 

membrane de taille appropriée (entre 100 et 400 nm). Les lipoplexes sont réalisés en 

mélangeant vigoureusement des volumes égaux de liposomes cationiques préalablement 

préparés et la suspension d’ADN plasmidique. La concentration finale en ADN dans les 

lipoplexes est de 0,1 µg/µl.  

Une vérification de la qualité de la complexation des ADN plasmidiques aux 

liposomes cationiques est effectuée en dénaturant ces lipoplexes 5 min à température 

ambiante en présence de SDS 10 mM et d’acétonitrile 0,3 M. La dénaturation des lipoplexes 

est visualisée sous UV après électrophorèse en gel d’agarose 1% (en tampon TAE 1X).  

Trois types de lipoplexes sont synthétisés avec les ADN plasmidiques pSecTag2C, 

PSecEndo et pSecTnITag et dénommés : lipoplexes/pSecTag2, lipoplexes/pSecEndo et 

lipoplexes/pSecTnITag. 

Les solutions de lipoplexes et liposomes sont conservées à + 4°C. La suspension est 

homogénéisée de manière stérile juste avant emploi puis utilisée directement pour transfecter 

les cellules en culture, ou administrée aux animaux au cours de la phase expérimentale in 

vivo.  
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III – 3 –2. Transfection par les lipoplexes 

Les cellules à transfecter sont ensemencées en plaque 24 puits. Après un temps 

d’adhésion de 24 à 48 h le milieu de culture est aspiré et les cellules lavées par une solution 

de PBS 1X. Du milieu de culture sans sérum de veau est ajouté dans chaque puits. La 

suspension de liposomes ou de lipoplexes est dispensée goutte à goutte dans chaque puits. Les 

cellules sont placées 1 h dans l’incubateur à 37°C, 5% de CO2. Au terme de cette incubation, 

le milieu de transfection est aspiré, le tapis cellulaire soigneusement lavé par la solution de 

PBS 1X, et du milieu de culture complet est ajouté dans chaque puits. Les cellules sont 

ensuite cultivées normalement et la viabilité cellulaire est appréciée par le test au bleu trypan, 

à divers temps après la transfection.  

 

 

IV. Techniques de détection de l’expression des 

protéines 

Deux méthodes sont utilisées afin de mettre en évidence l’expression de la troponine I 

et de l’endostatine à partir des cellules transfectées de manière stable ou transitoire. 

IV – 1. Western blot 

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

IV – 1 – 1 – 1. Préparation des échantillons  

Les cellules récupérées par trypsination sont centrifugées (250 g, 10 min, + 4°C). Les 

culots cellulaires sont resuspendus dans du tampon RIPA (HEPES 50 mM, Deoxycholate 1%, 

Nonidet P40 1%, SDS 0,1%, NaCl 150 mM, Aprotinine 20 µg/ml), à raison de 1.106/ml. Les 
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échantillons sont homogénéisés par pipetages successifs puis centrifugés à 5000 g et 4°C 

pendant 20 min, et le surnageant contenant les protéines cellulaires totales est récupéré.  

Les protéines cellulaires contenues dans les échantillons sont dosées selon la méthode 

colorimétrique de Lowry. 

 

IV – 1 – 1 – 2. Electrophorèse 

Les échantillons protéiques sont dilués ½ dans du tampon échantillon 2X (Tris HCl 

0,4 M, pH 6,8 ; SDS 4,5% glycérol 4,5%, bleu de bromophénol 2 mM) additionné de β-

mercaptoéthanol (0,6 M). Les protéines sont dénaturées par chauffage à 100°C durant 5 min, 

et séparées par migration en SDS-PAGE (« Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamide Gel »). 

Des aliquotes de protéines totales cellulaires (40 µg) sont déposées sur un gel de 

polyacrylamide à 12,5% constitué d’un gel de concentration à 3 % 

d’acrylamide/bisacrylamide. L’électrophorèse des protéines est effectuée à 60 mA dans le 

tampon de migration (Tris-HCl 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,5). Des standards 

protéiques de masse moléculaire connue (Invitrogen) sont également déposés afin d’étalonner 

la migration des protéines et d’estimer leur masse moléculaire.  

 

IV – 1 – 2. Technique du Western blot 

IV – 1 – 2 – 1. Transfert sur membrane de nitrocellulose 

Le gel est utilisé pour un électrotransfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 

(Amersham, Orsay, France). En fin d’électrophorèse, la membrane, les feuilles de papier 

Whatman et les éponges de mousse sont lavées 5 min dans de l’eau distillée, équilibrées 

pendant 15 min. dans le tampon de transfert ( Tris 50 mM, glycine 383,5 mM, méthanol 20%, 

SDS 0,1% ; pH 8,1-8,5). Le montage est effectué et disposé dans une cuve de transfert et 



 

 

 

109 
 
 

immergé dans le tampon de transfert. Le transfert des protéines sur la membrane s’effectue à 

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

 

IV – 1 – 2 – 2. Incubation avec les anticorps 

Après transfert des protéines, la membrane est lavée deux fois 10 min dans le PBS 

(Na2HPO4 60 mM, NaH2PO4 17 mM, NaCl 68 mM, pH 7,4) incubée dans du tampon de 

blocage (PBS, Tween-20 0,05 %, lait écrémé 3 %) afin de bloquer les sites de liaison non 

spécifiques. La membrane est lavée avant d’être incubée sur la nuit à 4°C avec l’anticorps 

primaire (anti c-Myc (Invitrogen) pour la détection de la troponine ou anti-endostatine 

(Serotec, Oxford, UK) dilué 1/400 dans le tampon de blocage. Une seconde série de lavage 

précède la seconde incubation (1 h, à température ambiante) avec l’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase (dilution 1/1000 dans le tampon de saturation). L’anticorps secondaire 

est un anticorps anti-IgG de mouton couplé à la HRP (« horseradish peroxidase », SIGMA-

Aldrich). La membrane est de nouveau lavée (Tampon de lavage : PBS, Tween-20 0,1 %, 

BSA 0,5 %, lait écrémé 1 %) puis rincée 5 min avant d’être révélée. 

 

IV – 1 – 2 – 3. Réaction de chimioluminescence 

La membrane est séchée rapidement sur du papier absorbant, incubée avec la solution 

de détection par chimioluminescence du kit ECL (Amersham) pendant 1 min sous agitation 

puis enveloppée dans du papier film transparent. Elle est alors exposée à un film 

radiographique (Amersham) pendant une durée allant de 30 s à 20 min. Les films sont révélés 

par un développeur automatique (Kodak diagnostic Imaging, RP X-OMAT processor modèle 

M6B). 
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IV – 2. Détection in situ des protéines par immunofluorescence 

La détection de l’expression de protéines, in situ, peut être effectuée sur des cellules en 

culture. Cette technique nécessite un anticorps primaire spécifique de la protéine recherchée, 

c’est à dire de l’endostatine ou de la protéine de fusion c-Myc/TnI.  

Les clones sont ensemencés sur lamelles rondes en plaque 24 puits contenant 1 ml 

milieu complet additionné de zéocine. Les cellules sont lavées au PBS puis fixées par 

incubation dans du méthanol 5 min à température ambiante. Les interactions non-spécifiques, 

entre l’anticorps primaire et diverses protéines, sont diminuées en incubant les cellules 20 à 

30 min en présence de 2 ml de solution de blocage (PBS 1X supplémenté par 10% de sérum 

de veau fœtal). Les cellules sont ensuite mises au contact 1 h à température ambiante avec 

l’anticorps primaire dilué au 1/500 dans la solution de blocage. Après une étape de lavage par 

une solution de PBS 1X, les lames sont incubées 1 h à température ambiante et à l’obscurité 

en présence de l’anticorps secondaire, une IgG de chèvre anti-souris couplé à la FITC 

(Isothiocyanate de Fluorescéine) (Molecular Probes, Leiden, Pays Bas). Cet anticorps, dilué 

au 1/500 dans la solution de blocage, est déposé en présence de bleu Evans (dilution 1/1000), 

permettant de contre-colorer les cellules en rouge. En effet, les cellules possèdent une 

fluorescence verte naturelle qui interfère avec la fluorescence FITC. La fluorescence est 

visualisée sous microscopie à fluorescence FITC.  
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V. Détection de l’apoptose cellulaire  

V – 1. Analyse des modifications de morphologie cellulaire 

Les cellules sont ensemencées à une densité de 5.103/cm2 et cultivées en plaque 24 

puits à 37°C-5% CO2 pendant 24 h. Les différents lipoplexes sont testés sur les cultures 

cellulaires. Le milieu est éliminé 18 à 36 h après la transfection, et le tapis cellulaire lavé par 

une solution de PBS. Les cellules sont fixées par une solution contenant 1% de formaldéhyde 

et 0,2% de glutaraldéhyde pendant 5 min à température ambiante. Le tapis cellulaire est lavé 

deux fois par une solution de PBS et les cellules sont montées entre lame et lamelle avec de 

« l’Immun-mount ». Une observation de la morphologie cellulaire est effectuée en 

microscopie optique à contraste de phase. 

 

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

Les noyaux des cellules apoptotiques sont marqués à la fois par le DAPI et par la 

technique T.U.N.E.L. 

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles de culture à la densité de 5.103 

cellules/cm2 et cultivées pendant 48 h à 37 °C en atmosphère humide avec 5 % de CO2. Les 

cellules sont transfectées à l’aide des différents lipoplexes comme décrit précédemment. Les 

cellules sont lavées avec du PBS, puis fixées avec une solution de paraformaldéhyde 4% 

(avec du PBS, pH 7,4), 30 min à température ambiante. La mise en évidence de l’apoptose 

dans les cellules par la technique de T.U.N.E.L. est basée sur le clivage de l’ADN génomique 

en fragments de différentes tailles. La technique utilisée repose sur l’incorporation dans 

l’ADN, au niveau des cassures (« Nick »), de nucléotides marqués à la fluorescéine par une 

enzyme spécifique, la « Terminal deoxynucleotide Transferase » (TdT). Le marquage 
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T.U.N.E.L. est réalisé suivant le protocole « In situ cell death detection Kit Fluorescein » 

(Roche). Le DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole) est un agent intercalant de l’ADN. Il 

colore les noyaux de toutes les cellules. Il est utilisé pour l’observation des noyaux des 

cellules en apoptose permettant de visualiser des formes fragmentées (condensation du 

noyau). Les cellules sont ensuite lavées par une solution de PBS 1X puis colorées par une 

solution de DAPI (0,7 µM dans le PBS) pendant 5 min à température ambiante. Après trois 

lavages successifs au PBS, les lamelles sont montées sur des lames avec de « l’Immun-

mount » et sont analysées en microscopie à fluorescence 

VI. Essai de thérapie génique chez des rats porteurs 

d’ostéosarcome 

VI – 1. Ostéosarcome greffable du rat 

L’efficacité de la thérapie génique antiangiogénique, utilisant les gènes de 

l’endostatine et de la troponine I est évaluée sur un modèle d’ostéosarcome greffable de rat. 

Ce modèle a été établi par le Pr. Thierry (Jasmin et al., 1982) à partir d’un modèle de sarcome 

radio-induit chez le rat par injection de colloïde d’hydroxyde de cérium radioactif 144Ce 

(Allouche et al., 1980; Hernigou et al., 1987).  

Ce sarcome ostéogène est très semblable à l’ostéosarcome humain par sa nature 

ostéogène, son agressivité locale (destruction de la corticale, envahissement des tissus mous), 

sa capacité à former des métastases pulmonaires et son métabolisme calcique (Mazabraud et 

al., 1982). Cette tumeur peut être greffée en position intra-osseuse ou para-osseuse, mais elle 

peut être aussi sous cutanée au niveau du flanc. Le caractère plus ou moins ostéogène de cette 

tumeur dépend essentiellement du lieu d’implantation : la tumeur est plus ostéogène 

lorsqu’elle est introduite en position para-tibiale que sous cutanée. 
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VI – 2. Greffe tumorale 

Dans notre travail, les greffes tumorales sont réalisées en position para-osseuse, à 

partir de fragments congelés ou directement prélevés sur une tumeur d’un animal donneur. 

Dans les deux cas, le déroulement de l’opération est le même. 

 

VI – 2 – 1. Préparation des fragments tumoraux 

L’animal porteur de tumeur est sacrifié à l’éther, la suite de la procédure est effectuée 

sous hotte de culture cellulaire dans des conditions stériles. La peau de la patte porteuse de 

tumeur est désinfectée par de l’éthanol 70% puis retirée. La tumeur est disséquée en 

fragments de 6-8 mm³. Les fragments utilisés pour la greffe sont prélevés dans une région 

hyperproliférative et hautement ostéogénique de la tumeur et transférés stérilement dans des 

boites de Pétri contenant du milieu de culture DMEM complet. Le tissu tumoral ainsi 

récupéré peut être utilisé directement pour la greffe sur de nouveaux animaux ou être congelé 

et conservé à – 80°C jusqu’à leur utilisation.  

 

VI – 2 – 2. Greffe 

La greffe tumorale est effectuée sur des rats Sprague-Dawley (Elevage Depré, St 

Douchard, France) âgés de trois à quatre semaines, à partir de fragments congelés ou issus de 

la tumeur d’un animal donneur. 

Toutes les procédures chirurgicales sont réalisées sur des animaux maintenus sous 

anesthésie générale, par un mélange gazeux (O2/Isoflurane (1-chloro-2,2,2,-trifluoroéthyl 

difluorométhyl ether)) dispensé au moyen d’un appareil anesthésique spécialement conçu 

pour les petits animaux (Minerve, France). Le ratio de gaz administré est ajustable suivant 
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l’âge et le poids de l’animal. La greffe tumorale est effectuée dans des conditions opératoires 

standard de stérilité et de sécurité.  

La patte postérieure droite de l’animal est épilée puis désinfectée par de l’éthanol à 

70%. Une incision latérale est effectuée exposant le tibia. Après abrasion du périoste, un 

fragment tumoral est déposé au contact de la face interne de l’os. L’incision est refermée. 

Tout au long de l’opération, les fragments tumoraux sont conservés, sur glace, dans une boite 

de Pétri contenant du milieu de culture DMEM. Lorsque la greffe est effectuée à partir de 

tissu frais le pourcentage de prise tumorale atteint 70 – 80% et n’est plus que de 50% lorsque 

l’opération est réalisée à partir de tissu congelé. 

 

VI – 3. Diagnostic et suivi 

VI – 3 – 1. Examen clinique 

Une observation macroscopique et une palpation quotidienne de la patte du rat opéré 

nous permettent de nous assurer de la prise du greffon tumoral. La durée nécessaire pour 

pouvoir détecter avec certitude une tumeur est d’environ 10 à 12 jours après la greffe. La 

tumeur atteint alors une taille de 0,6 à 1 cm de diamètre, et ne régresse pas spontanément. 

Tout au long du traitement, la progression de la surface tumorale est appréciée par mesure de 

la tumeur selon deux axes perpendiculaires et le volume calculé par application de la formule 

de Carlsonn, où la tumeur est associée à une élipsoïde (Carlsonn et al., 1983) :  

V = a x b² x 0,5 

Dans cette formule, a est le plus grand axe mesuré et b le plus petit.  
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VI – 3 – 2. Imagerie médicale 

VI – 3 – 2 – 1. Tomoscintigraphie au 18FDG 

VI – 3 – 2 – 1. Principe 

Cette technique d’imagerie est basée sur la différence de consommation de glucose 

entre les tissus sains et tumoraux. Cette technique d’imagerie fonctionnelle et métabolique a 

l’avantage de permettre le suivi in vivo d’un même sujet tout au long de l’étude. Elle permet 

de distinguer les régions tumorales à forte activité métabolique (régions hyperprolifératives) 

et les zones nécrotiques. Cette technique est la plus sensible et la plus précoce pour évaluer la 

réponse thérapeutique car les modifications morphologiques apparaissant après les 

modifications métaboliques.  

 

VI – 3 – 2 – 2. Déroulement de l’examen 

Le rat, laissé à jeun 6 à 8 h avant l’expérience, est anesthésié par un mélange 

O2/Isoflurane à 3% et reçoit une injection intraveineuse (au niveau de la veine caudale) de 

18,5 à 74 MBq (0,5 à 2 mCi) de18FDG (Flucis – Cis bio international, Gif sur Yvette, France). 

La fixation de 18FDG par la tumeur est relativement constante après 2 h et durant 6 h après 

l’administration du radiotraceur. Au terme de ce laps de temps, le rapport signal sur bruit de 

fond est amélioré sans perte de la qualité de détection compte tenu des doses injectées afin de 

réaliser une quantification plus reproductible (élimination de la radioactivité dans les urines). 

L’animal est de nouveau anesthésié 6 h après l’injection de 18FDG et pendant l’acquisition des 

images sous la caméra. Les acquisitions sont effectuées sur une gamma caméra double tête à 

cristaux d’iodure de sodium, équipée d’un système de détection des coïncidences (Axis, 

Picker, USA). Les données recueillies sont analysées sans correction d’atténuation et les 

images sont reconstruites en utilisant une méthode itérative (EMML: 20 itérations) et 

présentées en coupes de 2,1 mm d’épaisseur dans les trois axes. 
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La quantification tumorale de la fixation de18FDG est définie comme étant la 

radioactivité détectée dans une région d’intérêt dessinée sur la tumeur sur une coupe frontale 

de 50 mm d’épaisseur (incluant la totalité de l’animal). La fixation tumorale est représentée 

par le rapport de la radioactivité mesurée dans la région d’intérêt (ROI) au niveau de la 

tumeur rapportée à la radioactivité totale (de tout le corps) mesurée sur la coupe. La fixation 

tumorale est exprimée en pourcentage de la fixation totale. 

% de fixation tumorale de 18FDG = radioactivité tumorale / radioactivité totale. 

 

VI – 3 – 2 – 2. Angioscintigraphie au 99mTc 

VI – 3 – 2 – 2 – 1. Principe 

Les effets de la thérapie antiangiogénique sur la vascularisation tumorale sont 

appréciés en cours de traitement par angioscintigraphie au 99mTc. Cette technique d’imagerie 

permet d’étudier la vascularisation d’un tissu de manière indirecte après marquage in vivo des 

globules rouges du rat.  

Les globules rouges marqués au 99mTc après tannage par pyrophosphate sont 

uniformément répartis dans le compartiment sanguin. La radioactivité détectée au niveau d’un 

organe est proportionnelle à son volume et à l’importance de sa vascularisation. Cette 

technique d’imagerie non invasive permet un suivi quantitatif de l’évolution de la 

vascularisation tumorale en réponse au traitement. 

 

VI – 3 – 2 – 2 – 2. Déroulement de l’examen 

L’examen d’angioscintigraphie est réalisé après marquage in vivo des globules rouges 

au technétium à l’aide des réactifs Angiocis (Cis bio international). Une solution de 

pyrophosphate stanneux est préparée suivant les indications du fournisseur afin d’obtenir un 

marquage optimal des globules rouges du rat soit 3 à 75 µg de pyrophosphate stanneux dilué 
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dans 3 ml de sérum physiologique stérile sont injectés via un cathéter dans la veine caudale de 

l’animal maintenu sous anesthésie. Après un temps de circulation de la solution de 3 minutes, 

74 à 111 MBq (2 à 3 mCi) de pertechnate 99mTc sont administrés par le cathéter. L’examen 

scintigraphique est réalisé 30 min après cette injection, l’animal maintenu sous anesthésie 

durant l’acquisition statique de 10 min, réalisé alors que le rat est étendu en procubitus sur la 

gamma caméra (DSX – Sopha medical, France). 

La vascularisation tumorale est définie comme la radioactivité détectée dans la région 

d’intérêt dessinée sur la tumeur comparée à la radioactivité de la même ROI placée sur la 

patte opposée dépourvue de tumeur.  

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

 

 

VI – 4. Détection de la distribution des liposomes en microscopie de 

fluorescence 

L’étude de la biodistribution des liposomes cationiques est réalisée dans le but de 

vérifier le ciblage spécifique des néovaisseaux tumoraux par les liposomes cationiques dans 

notre modèle expérimental animal. Cette analyse est effectuée sur des rats porteurs de tumeur, 

trois semaines après l’implantation tumorale. Le déroulement de cette étude est représenté 

schématiquement sur la Figure M4.  

Les animaux maintenus sous anesthésie légère, reçoivent une injection intraveineuse 

de liposomes cationiques marqués à la rhodamine (5mg/kg) (LiporedTM, Munich Biotech). 

Afin de pouvoir étudier la répartition des liposomes cationiques dans le réseau vasculaire, une 

solution de lectine couplée à la FITC (Vector, Burlingame, USA) est administrée 15 min après 

les liposomes, également par voie intraveineuse. Après une durée de circulation totale des 

liposomes de 20 min, les rats sont sacrifiés. Les organes des animaux sont fixés in situ, 
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congelés et soumis aux analyses immunohistochimiques. La lectine couplée à la FITC permet 

de contre colorer tout le réseau vasculaire, alors que la fluorescence rouge due à la rhodamine 

ne sera visible qu’au niveau des cellules ayant incorporé les liposomes. Une recherche de la 

colocalisation de la double fluorescence FITC/Rhodamine permet d’étudier la répartition des 

liposomes dans les différents organes.  

La distribution des liposomes est visualisée sous microscopie de fluorescence, utilisant 

des filtres permettant la détection de la double fluorescence FITC/rhodamine (microscope 

Axiophot 2, Zeiss, Göttingen, Allemagne).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure M4 : Etude de la biodistribution des liposomes cationiques après injection par voie 

intraveineuse 

 

 

VI – 5. Différents traitements appliqués 

Les protocoles appliqués in vivo ont pour but de déterminer et de comparer l’efficacité 

des gènes de la TnI et de l’endostatine dans le traitement de l’ostéosarcome greffable de rat. 

Ces gènes seront administrés aux animaux sous forme complexée avec les liposomes 

cationiques (formulés par Munich Biotech AG). Au cours de ces études, les trois types de 

J – 21 
Greffe tumorale 

T – 20 min :  
Injection des liposomes marqués à la 

rhodamine (5mg/Kg) 

T – 5 min : 
Injection FITC-Lectine 

T0 : Fixation in situ des 
organes 
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lipoplexes synthétisés sont utilisés : Les lipoplexes/pSecTag2 servent de contrôle et 

permettent d’évaluer une éventuelle interaction du plasmide recombinant dans l’évolution 

tumorale.  

 

VI – 5 – 1.Traitement intratumoral 

Une série de rats est greffée avec des fragments de tumeurs, provenant d’une tumeur 

fraîche, en position para tibiale comme précédemment décrit. Les rats porteurs d’un 

ostéosarcome détecté par palpation 10 jours après la greffe tumorale, sont répartis en deux 

groupes de manière aléatoire. Un lot de rats sera traité par injection intratumorale de 

lipoplexes/pSecEndo trois fois par semaine, les animaux étant sous anesthésie durant 

l’injection. L’autre lot reçoit à la même fréquence une injection intratumorale de 

lipoplexes/pSecTag2. Ce traitement, dont le but est de valider la stratégie de thérapie génique 

antiangiogénique, est poursuivi jusqu’à involution totale de la tumeur ou sur 8 semaines. Au 

terme de l’étude, les animaux sont sacrifiés, les organes (tumeurs, poumons, foie) récupérés et 

soumis à une analyse anatomopathologique.  

 

VI – 5 –2. Traitement intraveineux 

La greffe tumorale est réalisée comme précédemment décrite et les animaux porteurs 

de tumeur répartis en groupes de manière aléatoire 12 jours après cette opération.  

Une première étude ayant pour but de comparer l’activité antiangiogénique in vivo des 

gènes de l’endostatine et de la TnI, est réalisée sur une durée de 12 jours et sur trois groupes 

de rats. Un groupe recevra les lipoplexes/pSectag2, un autre les lipoplexes/pSecEndo, le 

troisième sera traité par les lipoplexes/pSecTnITag. Au cours de cette phase expérimentale les 
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lipoplexes sont administrés par voie intraveineuse (veine caudale) tous les deux jours, la 

quantité d’ADN administrée est de 240 µg.  

Après deux semaines de traitement soit six administrations de lipoplexes, tous les 

animaux sont sacrifiés, les organes fixés, récupérés et des analyses histologiques sont 

réalisées afin d’étudier la vascularisation et l’apoptose tumorales. 

 

Dans un second essai, seul l’agent antiangiogénique le plus efficace est utilisé et 

l’administration intraveineuse des lipoplexes est poursuivie jusqu’à régression des tumeurs ou 

décès des animaux. Les animaux sont répartis en deux groupes, 12 jours après la greffe 

tumorale, lorsque la tumeur est détectable par imagerie médicale. Une quantité de lipoplexes 

correspondant à 240 µg d’ADN plasmidique est alors injectée par voie intraveineuse tous les 

deux jours aux animaux porteurs de tumeur. L’évolution de la tumeur au cours de ce 

traitement est suivie par tomoscintigraphie au 18FDG et angioscintigraphie au 99mTc. La 

Figure M5 présente schématiquement le déroulement de cet essai. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure M5 : Administration des lipoplexes par voie intraveineuse et suivi par imagerie 

médicale : déroulement de l’essai.  

Le premier examen d’imagerie médicale est réalisé avant le début du traitement. Les examens sont 

ensuite réalisés en fin de 2nde semaine de traitement (Post S2),en fin de 4ème et de 5ème semaine de 

traitement. Le traitement débute à J0 et se poursuit jusqu’à disparition de la tumeur ou décès de 

l’animal, au rythme d’une injection tous les deux jours. Angio : Angioscintigraphie 

Post S2 
PetScan 2/Angio.2 

Post S5 
PetScan 4/Angio.4 

J – 1 
Détection de la tumeur 

PetScan 1/Angio.1 

J – 12 : 
Greffe de la tumeur 

J0: 
Début du traitement 

Post S4 
PetScan 3/Angio.3 



 

 

 

121 
 
 

 

Des examens anatomopathologiques sont effectués sur la tumeur, le foie et les poumons 

de tous les animaux en fin d’expérimentation. 

Le tableau M5, récapitule les différents traitements que nous avons appliqués, leur 

durée et le nombre d’animaux inclus dans chaque groupe.  

 

 

Groupes d’animaux 

 

 

Nature du traitement 

 

Nombre d’animaux 

 

Durée du traitement 

IT pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag2 

IT 
 

2 

 

 

IT pSecEndo Lipoplexes/pSecEndo 

IT 
 

4 

 

 

Jusqu’ à régression 

tumorale ou décès de 

l’animal 

IV 1 pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag2  

IV 
 

3 

 

IV 1 pSecEndo Lipoplexes/pSecEndo 

IV 
 

4 

IV 1 pSecTnITag Lipoplexes/pSecTnITag 

IV 
 

4 

 

 

 

 

12 jours 

 

 

 

IV 2 pSecTag2 Lipoplexes/pSecTag2 

IV 
 

3 

 

 

IV 2 pSecEndo Lipoplexes/pSecEndo 

IV 

6 

 

Jusqu’ à régression 

tumorale ou décès de 

l’animal 

 

Tableau M5: Récapitulatif des traitements et de leur durée d’application 

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

VI – 6 – 1. Analyse histologique de la tumeur et des poumons  

Les organes prélevés (tumeur, poumons) sont fixés dans du formol à 10% sur la nuit, 

puis inclus en bloc de paraffine. A partir de ces blocs d’inclusion en paraffine, des coupes de 

5 µm sont effectuées au microtome, déparaffinées et traitées par trois colorants différents :  

 - l’hématéine qui permet la coloration des compartiments cellulaires acidophiles 

comme les noyaux 

 - l’hématoxyline qui colore les compartiments éosinophiles et basophiles 

 - le safran qui permet la visualisation des filaments de collagène 

Les lames sont observées en microscopie optique, pour chaque tumeur plusieurs 

sections sont examinées.  

 

VI – 6 – 2. Analyse de la vascularisation et de l’apoptose tumorale 

VII – 6 – 2 – 1. Fixation et cryoconservation des organes 

Les organes sont fixés in situ par perfusion d’une solution de paraformaldéhyde 1% 

(40°C, pH 7,4, pression 120 mm Hg) dans la circulation de l’animal anesthésié. Dès que la 

fixation est réalisée, les poumons sont expansés à leur volume physiologique par injection 

trachéale d’une solution d’agarose 3% (maintenue dans un bain marie à 40°C). Les organes 

sont prélevés (tumeur, reins, foie, poumons, muscle, rate) soumis à une post fixation de 3 h 

dans une solution de paraformaldéhyde 3% à 4°C. Une étape d’incubation dans une solution 

de sucrose 20% réalisée pendant la nuit a pour but d’assurer une cryoprotection des 

prélèvements qui sont découpés, inclus dans de l’OCT (« Optimal Cutting Compound », 

cryomatrix, Shandon, Pittsburgh, USA) et coupées sur un cryostat (2800 Frigocut, Reichert, 

Jung) en sections de 8 µm qui sont soumises aux analyses histologiques.  
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VI – 6 – 2 – 2. Détection des vaisseaux tumoraux en immunofluorescence 

Les vaisseaux tumoraux sont détectés par une technique d’immunomarquage réalisée 

sur les cryosections tumorales de 8 µm à l’aide d’un anticorps primaire dirigé contre un 

marqueur membranaire des cellules endothéliales 

Les sections sont prétraitées par une solution de méthanol à – 20°C (10 min) afin de 

dissoudre les lipides membranaires. Les interactions non-spécifiques, entre l’anticorps 

primaire et diverses protéines, sont limitées par l’incubation des sections 30 min dans une 

solution de blocage (5% sérum de chèvre dans le tampon phosphate 0,1M). Les lames sont 

mises au contact de l’anticorps primaire (Mouse anti rat-RECA-1 (Serotec)) dilué au 1/400 

dans la solution de blocage, pendant une nuit à 4°C. Les lames sont ensuite lavées avec du 

PBS et incubées 1 h à l’obscurité en présence de l’anticorps secondaire couplé à la 

fluorescéine « goat anti mouse IgG secondary antibody » (Jackson Immunoresearch, West 

Grove, PA, USA) dilué 1/400 dans la solution de blocage.  

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

observées en microscopie de fluorescence.  

 

VI – 6 – 2 – 3. Détection simultanée de la vascularisation et de l’apoptose 

tumorales 

Une détection de l’apoptose tumorale est combinée à une visualisation des vaisseaux 

tumoraux. Dans ce but, un triple marquage est réalisé sur des sections tumorales congelées de 

8 µm d’épaisseur. Cette technique de triple marquage permet de visualiser sur une même 

section les vaisseaux tumoraux, ainsi que les cellules tumorales ou endothéliales qui subissent 

l’apoptose. Les vaisseaux tumoraux sont visualisés grâce à l’anticorps RECA-1. Les cellules 

apoptotiques qu’elles soient tumorales ou endothéliales présentent la double coloration DAPI 

et T.U.N.E.L.  
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La préparation des échantillons est identique à celle décrite dans le paragraphe ci 

dessus.  

Après incubation avec l’anticorps primaire, les sections sont soumises à la coloration 

T.U.N.E.L. « In situ cell death detection Kit Fluorescein » (Roche) réalisée selon le protocole 

conseillé par le fournisseur. Après une étape de lavage au PBS, les sections sont incubées 

avec l’anticorps secondaire comme précédemment décrit. En dernier lieu, la coloration des 

noyaux cellulaires par le DAPI (1 µg/ml dans du PBS 1X) est réalisée par incubation des 

lames 3 min à température ambiante. Les sections sont observées en microscopie de 

fluorescence, les photos de triple marquage ont été réalisées à l’aide du logiciel Metaview 

(Visitron Systems GmbH, Puchheim, Allemagne). 

 

 

VI – 7. Dosage de l’endostatine circulante après injection 

intraveineuse des lipoplexes 

La concentration d’endostatine circulante est mesurée dans le plasma d’animaux ayant 

reçu par voie intraveineuse les lipoplexes/pSecEndo et les lipoplexes/pSecTag2  

Le plasma de quatre animaux recevant le traitement liposomes cationiques/pSecEndo 

et des 3 animaux référence est collecté en tube hépariné 24h et 48h après administration du 

traitement, centrifugé (5000 rpm, 4°C, 10 min) et réparti par aliquotes de 100 µl stockés à – 

20 °C jusqu’à leur utilisation. L’endostatine circulante est quantifiée par un dosage 

immunologique de type E.I.A. à l’aide du kit ACCUCYTE® Mouse Endostatin™ kit 

(Cytimmune). Les dosage sont effectués en trois exemplaires suivant le protocole établi par le 

fabricant. Une analyse statistique des résultats est effectuée 

 

 



 

 

 

125 
 
 

RECAPITULATIF DES TECHNIQUES UTILISEES  

 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Construction du plasmide 
recombinant pSecTnITag 

 RT-PCR Clonage DiTriSec 

Transfection 
cellulaire 

 
Détection de l’expression 

et de l’action antiproliférative 
des protéines transgéniques 

Plasmides pSecTnITag 
PsecEndo 
pSecTag2 

                

 

in vitro In vivo 

Modèles cellulaires  
Cellules d’ostéosarcome 
Cellules endothéliales 

 
Prolifération cellulaire  
 
Détection de la mort cellulaire 

Modèle d’ostéosarcome 
greffable de rat 

Administration IT 
des lipoplexes 

Administration IV 
des lipoplexes 

Etudes de la vascularisation 
et de l’apoptose tumorales 
 
Evolution de la tumeur en cours de 
traitement (volume, vascularisation, 
métabolisme) 
 
Etudes anatomopathologiques en fin 
de traitement 
 

Evolution de la tumeur en cours de 
traitement 
Etudes anatomopathologiques en fin 
de traitement 

Amplification des plasmides 
recombinants et complexation  

avec des liposomes cationiques 

Evaluation de l’action antiangiogénique  
des gènes de l’endostatine  

et de la troponine I 

Vérification de l’expression  
des protéines recombinantes  

Lipoplexes  
 

Lipoplexe pSecTag2 
Lipoplexe pSecEndo 

Lipoplexe pSecTnITag 
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Durant les dernières années, une nouvelle approche thérapeutique du traitement du 

cancer s’est développée : la thérapie antiangiogénique dont le but est de prévenir, ou de 

ralentir la mise en place de la vascularisation tumorale. Toutefois, un des problèmes 

rencontrés pour passer au stade thérapeutique est la difficulté d’obtenir au niveau tumoral des 

taux stables et élevés d’inhibiteurs de l’angiogenèse. Le transfert des gènes codant pour ces 

agents permettrait de contourner ces limitations ; c’est donc vers une approche de thérapie 

génique à but antiangiogénique que de plus en plus de groupes s’orientent. Dans cette 

mouvance, notre travail a eu pour but d’évaluer l’efficacité d’une telle approche thérapeutique 

appliquée au traitement d’un ostéosarcome de rat.  

Au cours de cette étude, l’action antiangiogénique de deux gènes, l’endostatine et la 

troponine I (TnI), a été évaluée et comparée aussi bien in vitro sur des modèles de culture 

cellulaires qu’in vivo sur un modèle d’ostéosarcome greffable de rat. Des liposomes 

cationiques (DOTAP/Chol) sont choisis comme vecteurs de transfert des gènes. Le choix 

d’utiliser des liposomes comme vecteurs de l’ADN est fait en gardant à l’esprit que l’objectif 

final est de pouvoir appliquer cette thérapie à l’homme. Dans cet optique les liposomes 

cationiques paraissent être des vecteurs plus sûrs et moins immunogènes que les vecteurs 

viraux.  

 

La première étape a consisté à cloner la séquence codante de la TnI dans un vecteur 

d’expression plasmidique. La validité des constructions plasmidiques utilisées est vérifiée au 

cours d’une étude préliminaire. Par validité nous entendons que la transfection de cellule, 

permet l’expression et la sécrétion de protéines recombinantes, codées par le plasmide, ayant 

une action antiproliférative sur les cellules endothéliales.  
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Le potentiel antiangiogénique des ADNc d’endostatine et de TnI est évalué sur des 

modèles de culture cellulaire, leur capacité à inhiber la prolifération cellulaire est appréciée et 

comparée  

La troisième partie de l’étude a consisté à évaluer et comparer la capacité des 

constructions plasmidiques codant pour l’endostatine et d la TnI à ralentir la croissance 

tumorale et prévenir la dissémination métastatique dans le modèle d’ostéosarcome greffable 

de rat. Nous présentons ici les résultats de ces expérimentations.  
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I. Construction du plasmide pSecTnITag 

I – 1. Isolation de la séquence codante de la TnI 

Les ARNm sont extraits à partir d’un fragment de muscle squelettique. Le tissu 

musculaire provient d’une biopsie obtenue au cours d’une intervention chirurgicale, avec le 

consentement du patient. 

La RT-PCR est réalisée à partir de ces ARN totaux en présence de deux amorces 

spécifiques de la troponine I musculaire (TnI) et nommées TnI sens et TnI antisens. Ces 

amorces sont choisies de manière à amplifier de façon spécifique la séquence codante de la 

TnI et à la cloner dans le vecteur plasmidique pSecTag2. 

Le produit amplifié par PCR est analysé par électrophorèse sur gel d’agarose à 1%. Un 

signal d’amplification unique de 552 pb, est obtenu dans les pistes 5 à 9, correspondantes aux 

échantillons biologiques (Figure R1). Ce signal correspond à la séquence codante de la TnI 

modifiée à l’aide des amorces spécifiques. Le signal observé dans la piste 3 correspondant au 

contrôle positif de la RT, il indique que la réaction de PCR s’est déroulée correctement et 

l’absence de signal dans la piste du contrôle négatif confirme la spécificité de la réaction.  
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Figure R1 : Analyse des produits amplifiés par RT-PCR réalisée à partir des ARN totaux 

extraits de muscle squelettique humain.  

L’ADNc de la TnI ainsi obtenu a une taille de 552 pb.  

Piste 1 : contrôle négatif de PCR (amorces TnI sans ADN) ; Piste 2 : contrôle négatif de RT-PCR ; 

Piste 3 : contrôle positif de RT-PCR (ARNm de chloramphénicol acétyltransférase + amorces de la 

chloramphénicol acétyltransférase) ; Piste 4 : marqueur de poids moléculaire de 100 pb ; Pistes 5 à 9 : 

TnI amplifiée à ARNm extraits du muscle squelettique humain (552 pb). 

  

 

La spécificité de la PCR est vérifiée en digérant le produit amplifié par une 

endonucléase de restriction (Pvu II). Le résultat de cette digestion enzymatique visualisé après 

migration sur gel d’agarose à 1% (Figure R2), présente deux fragments sur le gel dont les 

tailles respectivement 205 pb et 347 pb correspondent aux tailles théoriques déterminées à 

l’aide du logiciel GeneWorks. 

 

552 pb 

800 pb 

200 pb 

600 pb 
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Figure R2 : Profil de digestion par l’enzyme de restriction P vu II des produits de RT-PCR.  

Les ADNc obtenus avec les amorces spécifiques de la séquence codante de la TnI sont digérés par 

l’enzyme Pvu II. 

Piste 1 : produit de RT-PCR non digéré ; Piste 2 : marqueur de poids moléculaire de 100 pb; Piste 3 : 

produit de RT-PCR digéré (347 pb et 205 pb). 

 

 

Le produit amplifié par PCR est alors purifié afin d’éliminer les traces de réactifs, 

d’oligonucléotides et de sels utilisés au cours de la réaction de RT-PCR dont la présence 

pourrait perturber le bon déroulement de la réaction de clonage.  

 

I – 2. Clonage de la séquence codante de la TnI dans le plasmide 

pSecTag2C 

A l’issue du clonage de la TnI dans le vecteur pSecTag2C, l’ADN plasmidique extrait 

des colonies bactériennes est analysé par digestion enzymatique. Les résultats montrent 

l’existence :  

 - de clones bactériens non recombinants (Figure R3, pistes 5 et 6) 

 - de clones recombinants avec le gène d’intérêt dans l’orientation « antisens » (Figure R3, 

piste 2) 

205 pb 

347 pb 

552 pb 

     1             2             3    
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 - de clones recombinants avec le gène d’intérêt dans l’orientation « sens » (Figure R3, pistes 

3, 4, 7 et 9) 

 

 

 

Figure R3 : Profil de digestion des clones bactériens obtenus après transformation avec le 

produit de ligation pSecTnITag.  

L’ADN plasmidique est digéré par l’enzyme Pvu II. 

Pistes 1 et 8: marqueur de poids moléculaire de 100 pb ; Piste 2 : clone recombinant avec le gène 

d’intérêt inséré dans l’orientation « antisens » ; Pistes 3, 4, 7 et 9  : clones recombinants avec le gène 

d’intérêt inséré dans l’orientation « sens ».  

 

 

L’insertion du gène d’intérêt dans l’orientation « sens » est caractérisée par un 

fragment de 772 pb visualisé après migration des produits en gel d’agarose 1%. Lorsque le 

gène est inséré dans le plasmide dans l’orientation « antisens », le produit de digestion mis en 

évidence après migration a une taille de 627 pb.  

Un clone dans lequel le produit de PCR est inséré selon l’orientation « sens » est 

sélectionné. Les maxipréparations et gigapréparations d’ADN plasmidique sont réalisées à 

partir de ce clone bactérien. Ce plasmide recombinant, nommé pSecTnITag, en référence à la 

protéine de fusion codée, sera utilisé pour les expériences de transfection en culture cellulaire 

772 pb 627 pb 
600 pb 
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et pourra être complexé aux liposomes cationiques pour les expérimentations in vitro et in 

vivo.  

 

I – 3. Vérification de la construction plasmidique pSecTnITag 

L’identité du produit « sens » est vérifiée par séquençage dans les deux directions 

après amplification et purification de l’ADN plasmidique. Le résultat du séquençage est 

présenté sur la Figure R4. Il montre que le cadre de lecture de la construction est conservé, la 

protéine exprimée à partir de ce plasmide recombinant, nommée SecTnITag, correspond à la 

fusion entre la séquence de sécrétion codée par le plasmide, l’ADNc de la TnI et l’épitope 

Myc. Cette analyse met également en évidence l’existence d’une erreur de nucléotide en 

position 266 par rapport à la séquence décrite par Zhu (Zhu et al., 1994). Cette modification 

d’une base observée se traduit par le changement d’un acide aminé en position 99 ; dans notre 

construction l’isoleucine est remplacée par une thréonine.  
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Figure R4 : Séquençage du plasmide pSecTnITag. 

Le changement de base est encadré en rouge. La séquence codante de la TnI est entre les crochets 

verts.  

 

 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 
Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
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Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 

Complément séquençage antisens 
Séquençage sens 
Séquence de la TnI dans le plasmide pSecTag 
Consensus 
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II. Vérification de la fonctionnalité des plasmides 

recombinants 

II – 2. Evaluation des constructions plasmidiques 

La validité des plasmides doit être contrôlée avant leur utilisation en thérapie génique. 

Ils doivent permettre l’expression et la sécrétion de protéines de fusion SecTnITag et 

SecEndo après transfection des lignées cellulaires utilisées. L’action antiangiogénique des 

protéines recombinantes est ensuite évaluée et comparée in vitro sur les lignées cellulaires 

présentées.   

 

II – 2 – 1. Expression des protéines recombinantes par les cellules 1547 

Dans le cas des cellules 1547, la transfection est réalisée par électroporation de ces 

cellules par les différents plasmides linéarisés : pSecTag2, pSecEndo, pSecTnITag. Les 

clones cellulaires résultant de l’électroporation sont respectivement nommés : 

1547/pSecTag2, 1547/pSecEndo et 1547/pSecTnITag.  

II – 2 – 1 – 1. Vérification de l’intégration des plasmides 

L’ADNg est extrait des clones cellulaires sélectionnés après électroporation par les 

constructions plasmidiques. Une vérification de l’intégration de la séquence plasmidique dans 

le génome cellulaire est réalisée par PCR utilisant l’ADNg comme matrice et avec les 

amorces spécifiques des constructions pSecTnITag et pSecEndo. 

II – 2 – 1 – 1 – 1. Intégration du plasmide pSecTnITag 

Les produits amplifiés sont visualisés après migration en gel d’agarose, dont le résultat 

est présenté sur la Figure R5.  
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Un signal positif correspondant à un fragment de taille 784 pb est observé au niveau 

des pistes correspondant aux clones ayant intégré la construction pSecTnITag dans leur 

génome (Figure R5, pistes 8 et 9). La taille de ce fragment est identique à celle du contrôle 

positif de PCR (Figure R5, piste 4), constitué par le plasmide pSecTnITag linéarisé par Pvu I 

et amplifié par PCR. Aucun fragment amplifié n’est présent dans les pistes correspondantes 

aux cellules parentales, aux cellules 1547/pSecTag2 et dans le «blanc » (amorces seules), ce 

qui nous indique que le fragment amplifié visualisé n’est pas du à une contamination par de 

l’ADN exogène. L’absence de produit amplifié dans la piste correspondant au contrôle négatif 

de PCR (piste 3) confirme la spécificité de la réaction. Le contrôle négatif est constitué par le 

plasmide pSecTag2C amplifié à l’aide du jeu d’amorces du plasmide pSecTnITag. 

 

 
 

Figure R5 : Analyse par PCR de l’intégration du plasmide pSecTnITag dans les cellules 1547 
électroporées.  
La PCR est réalisée sur les ADNg extraits des cellules 1547 parentales et des différents clones 
cellulaires électroporés.  
Piste 1 : marqueur de poids moléculaire de 100 pb ; Piste 2 : « blanc » (amorces seules) ; Piste 3 : 
contrôle négatif : plasmide pSecTag2 + amorces de la TnI ; Piste 4 : Contrôle positif : plasmide 
pSecTnITag + amorces de la TnI ; Piste 5 : cellules 1547 parentales ; Piste 6 et 7: cellules 
1547/pSecTag2 ; Pistes 8 et 9 : cellules 1547 ayant intégré la construction (notées 1547/pSecTnITag) ; 
Piste 10 : marqueur de poids moléculaire de 100 pb. 

 

    1          2           3           4          5           6          7            8           9         10 

500 pb 

784 pb 



 

 

 

137 
 
 

II – 2 – 1 – 1 – 2. Plasmide pSecEndo 

De manière identique, l’intégration du plasmide pSecEndo dans le génome des cellules 

1547/pSecEndo est mise en évidence par PCR utilisant l’ADNg comme matrice et avec les 

amorces spécifiques des constructions pSecEndo. Un produit amplifié d’une taille de 631pb 

est visualisé, après électrophorèse sur gel d’agarose, uniquement dans les pistes 

correspondantes aux clones cellulaires ayant intégré la construction dans leur génome (Figure 

R6, pistes 6 et 7).  

Le contrôle négatif de la PCR est formé par le plasmide pSecTag2C amplifié par les 

amorces spécifiques de l’endostatine. L’absence de signal dans la piste 2 (correspondant à ce 

contrôle) indique la spécificité de la réaction.  

 

 

 
 

Figure R6 : Analyse par PCR de l’intégration du plasmide pSecEndo dans les cellules 1547 

électroporées.  

Piste 1 : « blanc » (amorces seules) ; Piste 2 : contrôle négatif : plasmide pSecTag2 + amorces de 

l’endostatine ; Piste 3 : Contrôle positif : plasmide pSecEndo + amorces de l’endostatine ; Piste 4 

échelle de poids moléculaire Piste 5 : cellules 1547 non transfectées ; Pistes 6 et 7 : cellules 1547 

ayant intégré la construction (notées 1547/pSecEndo); Pistes 8 et 9: cellules 1547/pSecTag2. 
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Cette détection spécifique des fragments amplifiés associée au fait que la croissance 

des cellules électroporées n’est pas inhibée par la présence de zéocine (100 µg/ml) confirme 

l’intégration de la construction dans le génome de la cellule de manière stable.  

 

II – 2 – 1 – 2. Détection de l’expression des protéines recombinantes 

L’expression des protéines d’intérêt est recherchée sur les clones cellulaires ayant 

intégré la construction d’intérêt (pSecTnITag ou pSecEndo) dans leur génome.  

Deux méthodes d’immunodétection sont appliquées pour mettre en évidence 

l’expression des protéines, endostatine et TnI recombinantes.  

 

II – 2 – 1 – 2 – 1. Détection par Western Blot 

Le Western Blot est utilisé pour détecter l’expression de la protéine d’intérêt 

(endostatine ou TnI) dans les clones cellulaires 1547/pSecEndo et 1547/pSecTnITag. Pour 

permettre une détection des protéines par Western Blot, une quantité importante de cellules 

est nécessaire (5.106 cellules).  

 

II – 2 – 1 – 2 – 1 – a. Détection de la protéine TnITag 

Le Western blot est réalisé sur les protéines des cellules 1547/pSecTnITag. Un 

anticorps primaire dirigé contre l’isoforme musculaire de la TnI n’étant pas disponible dans le 

commerce, la détection de l’expression de cette protéine est réalisée grâce à sa fusion avec 

l’épitope Myc du plasmide pSecTag2.  

Le résultat de cette détection est présenté sur la Figure R7. Elle montre la présence 

d’un signal de taille 60 kDa et correspondant à l’albumine bovine, dans toutes les pistes ; une 

seconde bande de poids moléculaire voisin de 40 kDa est également visualisée.  
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Par contre un signal correspondant à un poids moléculaire de 24 kDa est détecté 

uniquement dans la piste 4 correspondant aux cellules 1547/pSecTnITag. Cette taille 

correspond à celle attendue pour la protéine de fusion SecTnIMyc. De plus l’absence de cette 

bande dans les pistes correspondantes aux protéines extraites des cellules parentales et du 

clone 1547/pSecTag2 met en évidence la spécificité de la détection et confirme que la 

protéine détectée est la protéine de fusion TnITag.   

 

 

 
Figure R7 : Détection de l’expression de la TnI par Western blot.  

20 mg de protéines cellulaires totales sont séparées par électrophorèse sur gel dénaturant SDS-PAGE 

puis transférées sur membrane de nitrocellulose et sont soumises à une détection par l’anticorps anti-

Myc. Piste 1 : standards protéiques Piste 2 cellules 1547 non transfectées, Piste 3 cellules 

1547/pSecTag2 ; Piste 4 cellules 1547/pSecTnITag 
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II – 2 – 1 – 2 – 1 – b. Détection de la protéine SecEndo 

Le résultat du Western Blot réalisé sur les protéines cellulaires des cellules 1547 

parentales, des clones 1547/pSecEndo est présenté sur la Figure R8.  

Une bande correspondant à l’albumine bovine (masse moléculaire de 60 kDa) est 

détectée dans toutes les pistes. Dans la piste 3 une bande correspondant à une masse 

moléculaire de 20 - 21 kDa est observée, taille théoriquement attendue pour l’endostatine. Les 

protéines déposées dans cette piste ont été extraites du clone cellulaire 1547/pSecEndo 

exprimant l’endostatine. De plus l’absence de ce signal dans les autres pistes montre la 

spécificité de la détection et indique que la protéine ainsi visualisée correspond à 

l’endostatine.  

 

 

 

 
Figure R8: Détection de l’expression de l’endostatine par Western blot.  

20 mg de protéines cellulaires totales sont séparées par électrophorèse sur gel dénaturant SDS-PAGE 

puis transférées sur membrane de nitrocellulose et soumises à une détection par l’anticorps anti-

endostatine. Piste 1   standards protéiques Piste 2 : cellules 1547 non transfectées, Piste 3 : cellules 

1547/pSEcEndo, Piste 4 : cellules 1547/pSecTag2.  
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II – 2 – 1 – 2 – 2. Détection en immunohistochimie 

Cette technique permet la détection des protéines in situ, sur les cellules en culture. 

Elle est effectuée sur les clones cellulaires 1547/pSecTnITag et 1547/pSecEndo 

Le marquage indirect des protéines est réalisé à l’aide des mêmes anticorps primaires 

utilisés pour les Western Blot révélé ici par un anticorps secondaire couplé à la FITC. Les 

cellules possèdent une auto-fluorescence verte qui gène l’interprétation des résultats. Elles 

sont donc contre-colorées au Bleu Evans qui induit une coloration cellulaire rouge.  

Des contrôles constitués du clone cellulaire 1547/pSecTnITag ou 1547/pSecEndo pour 

lequel soit le conjugué couplé à la fluorescence soit l’anticorps anti-Myc est omis lors de 

réaction de détection, nous assurent de la spécificité de la détection. En effet dans ces deux 

cas comme pour les cellules 1547 parentales aucun marquage fluorescent n’est détecté (Figure 

R9A et R9C).  

Un marquage granulaire majoritairement cytoplasmique est décelé uniquement dans 

les cellules transfectées par les plasmides recombinants pSecTnITag et pSecEndo et 

exprimant la protéine de fusion TnITag (détection par l’anticorps primaire dirigé contre 

l’épitope Myc) ou endostatine (détection par l’anticorps primaire dirigé contre l’endostatine). 

L’intensité du signal obtenue est variable selon les cellules ce qui indique la variabilité 

d’expression de la protéine de fusion aussi bien TnITag qu’endostatine. D’autre part, pour les 

deux protéines une fluorescence verte diffuse est visualisée à la périphérie des cellules 

démontrant la sécrétion des protéines due à la séquence Igκ (Figure R9B et R9D). 
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Figure R9 : Immunodétection en microscopie de fluorescence des protéines recombinantes dans 

les cellules 1547.  

A : Cellules 1547 parentales, avec l’anticorps anti-Myc et le conjugué couplé à la fluorescéine 

B : Cellules 1547/pSecTnI, incubées avec l’anticorps anti-Myc et le conjugué couplé à la fluorescéine. 

Un marquage cytoplasmique vert correspondant à la protéine de fusion est détecté dans les cellules 

exprimant la construction pSecTnITag. Un marquage diffus peut être observé hors des cellules, il 

correspond à la protéine sécrétée (flèches blanches). (Grossissement x 200). 
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Figure R9 (suite) : Immunodétection en microscopie de fluorescence des protéines 

recombinantes dans les cellules 1547.  

C : Cellules 1547 parentales  

D : Cellules 1547/pSecEndo, incubées sans l’anticorps anti-Endostatine et le conjugué à la 

fluorescéine. (Grossissement x 200). 
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II – 2 – 2. Expression des protéines recombinantes par les cellules EJG 

Les cellules EJG transfectées transitoirement à l’aide des constructions plasmidiques 

recombinantes expriment elles aussi les protéines d’intérêt. L’expression de ces dernières peut 

être mise en évidence en utilisant la même méthode de détection par immunohistochimie. Les 

contrôles sont constitués des cellules transfectées pour lesquelles soit le conjugué couplé à la 

fluorescence soit l’anticorps anti-Myc est omis lors de réaction de détection. Ils nous assurent 

de la spécificité de la détection ; dans ces deux cas comme pour les cellules EJG non 

transfectées, aucun marquage fluorescent n’est détecté (Figure R10A). 

Nous obtenons des résultats similaires à ceux décrits pour les cellules 1547 

électroporées. Un marquage granulaire intracytoplasmique vert est observé pour les cellules 

exprimant la protéine d’intérêt. Un faible nombre de cellules présente une coloration 

cytoplasmique verte, mettant en évidence le faible taux de transfection des cellules EJG 

(Figure R10B). Les résultats présentés sur la Figure R10 sont ceux obtenus après transfection 

des cellules EJG par la construction pSecTnITag ; un marquage similaire est observé lors de 

la transfection des cellules par la construction pSecEndo.  
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Figure R10 : Immunodétection en microscopie de fluorescence des protéines recombinantes dans 

les cellules EJG.  

48 h après la transfection des cellules EJG par les plasmides pSecTnITag un marquage cytoplasmique 

vert correspondant à la protéine de fusion est observé dans quelques cellules EJG  

A : Cellules EJG non transfectées  

B : Cellules EJG/pSecTnITag incubées avec l’anticorps anti-Myc et le conjugué couplé à la 

fluorescéine. (Grossissement x 200).  
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II – 3. Evaluation de l’activité antiangiogénique de la protéine sécrétée 

Nous avons pu mettre en évidence que les constructions plasmidiques, que nous allons 

utiliser dans les protocoles de thérapie génique antiangiogénique chez l’animal, permettent 

bien l’expression et la sécrétion des agents antiangiogéniques endostatine et TnI après 

transfection des cellules in vitro. Désormais il faut nous assurer que la protéine pour laquelle 

ils codent est sécrétée sous sa forme active, et possède une action antiangiogénique. Ce 

dernier point est vérifié par des expériences de cocultures verticales.  

 

Les différentes populations cellulaires utilisées ne prolifèrent pas à la même vitesse, et 

ne nécessitent pas les mêmes conditions de culture. Les sous lignées 1547/pSecTag2, 

pSEcEndo et pSecTnITag sont cultivées en présence d’un antibiotique de sélection : la 

zéocine. Des études de croissance comparatives sont réalisées entre les cellules 1547 

parentales, les sous lignées électroporées 1547/pSecTag2, 1547/pSecEndo et 

1547/pSecTnITag et les cellules EJG. Le milieu de culture est celui des cellules EJG. 

L’analyse des vitesses de prolifération comparatives permet d’établir les conditions de 

coculture verticale.  

L’étude de ces courbes de croissance comparatives indique que la croissance des 

cellules 1547 parentales et celle des sous lignées électroporées ne sont pas similaires (Figure 

R11). Les cellules parentales présentent une phase stationnaire de 36 h puis une phase 

exponentielle de croissance. Leur temps de doublement est alors de 18 h. Outre une phase de 

latence plus longue, de 48 h, les cellules 1547 électroporées prolifèrent plus lentement ; leur 

temps de doublement est de 24 h, ces cellules n’atteignent pas le même état de confluence que 

les cellules 1547 parentales. Par contre ces cellules électroporées se décollent de leur support 

de culture plus tardivement que les cellules parentales; les cellules entrent dans la phase de 
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déclin de croissance 3 jours plus tard que les cellules parentales. Les cellules EJG peuvent 

rester 14 jours en culture sans atteindre la confluence ni se détacher de leur support.  

Les différences de profils de croissance entre cellules 1547 parentales et électroporées 

sont dues à la pression exercée par l’antibiotique de sélection présent en permanence dans le 

milieu de culture.  
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Figure R11: Courbes de la croissance comparative des cellules EJG, 1547 parentales, 

1547/pSecTag2, 1547/pSecTnITag, 1547/pSEcEndo.  

Les différentes lignées cellulaires sont maintenues dans le même milieu de culture. Les numérations 

sont effectuées quotidiennement, par le test de réduction du MTT et la mesure de la densité optique 

(λ= 540 nm). Après 5 jours de culture dans ces conditions, les cellules 1547 parentales ont atteint l’état 

de confluence. Ces cellules dont la prolifération est la plus rapide, servent de référence pour la mise en 

culture dans les cupules de coculture. 
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Ces comparaisons de croissance cellulaire, nous permettent de fixer les conditions 

d’expérimentation de la coculture verticale. Les différentes sous lignées de cellules 1547 sont 

placées au contact des cellules EJG lorsque ces dernières sortent de la phase de latence (soit 

48 h après leur ensemencement) et les inserts de coculture seront remplacés tous les 4 jours. 

Au cours de ces cocultures verticales, trois contrôles sont inclus : 

 

- cellules EJG  

- cellules EJG mises au contact des cellules 1547 parentales 

- cellules EJG mises au contact des cellules 1547/pSecTag2.  

Ces contrôles ont pour fonction de nous assurer que les cellules 1547 parentales ou 

transfectées par le plasmide vide n’ont pas d’effet sur la croissance des cellules EJG.  

 

II – 3 – 1. Coculture verticale de cellules EJG et 1547/pSecEndo  

L’effet de l’endostatine, produite et sécrétée dans le milieu de culture par les cellules 

1547/pSecEndo, sur la prolifération des cellules EJG est apprécié sur une durée totale de 13 

jours (Figure R12). 

La croissance des cellules EJG n’est pas affectée par la présence des cellules 1547 

parentales ou 1547/pSecTag2. Les cellules EJG voient leur croissance ralentie uniquement 

lorsqu’elles sont en coculture avec les cellules 1547/pSecEndo. Une durée de coculture de 10 

jours est suffisante pour entraîner un retard de croissance significatif (p<0,05 à j12). En effet, 

l’inhibition de la prolifération des cellules EJG en coculture avec les cellules 1547/pSecEndo 

est de 42% à J12 par rapport aux cellules « témoin ». Ce résultat met en évidence que la 

protéine sécrétée possède une action antiangiogénique in vitro. 
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 Figure R12 : Courbes de croissance comparative des cellules EJG en co-culture avec les  cellules 

1547/pSecEndo. 

Les inserts de culture dans lesquels les différentes lignées de cellules 1547 (parentales, 

1547/pSecTag2, 1547/pSecEndo) sont ensemencés sont mis au contact des cellules EJG 48 h après la 

mise en culture de ces dernières( → à J2 indique le début de la coculture). Les numérations sont 

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

 

 

II – 3 – 2. Coculture verticale des cellules EJG et de la sous lignée 

1547/pSecTnITag 

La même expérience de coculture verticale est réalisée en maintenant les cellules EJG 

en présence de la sous-lignée 1547/pSecTnITag. Comme lors de l’essai précédent, l’effet de la 

sécrétion continue de la TnI synthétisée par les cellules 1547/pSecTnITag sur la prolifération 

des cellules EJG est apprécié sur une durée totale de 13 jours (Figure R13) 

Aucune inhibition significative de la prolifération des cellules EJG n’est observée 

lorsqu’elles sont maintenues en présence des cellules 1547 parentales ou 1547/pSecTag2. La 
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croissance des cellules EJG est affectée lorsque celles-ci sont maintenues en culture en 

présence des cellules 1547/pSecTnITag. L’activité inhibitrice de la protéine sécrétée par les 

cellules 1547/pSecTnITag se traduit par une inhibition de croissance significative de 43% par 

rapport aux cellules « témoin » à J9 (p<0,05). La régression de la croissance des cellules EJG 

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

 

 

0

20

40

60

80

100

120

J0 J2 J4 J6 J9 J12 J15

Durée de culture (jours)

C
el

lu
le

s/
cm

² 
(x

 1
00

0)

EJG témoin

EJG + 1547

EJG + 1547/pSecTag2

EJG + 1547/pSecTnITag

 
 

Figure R13 : Courbes de croissance comparative des cellules EJG en coculture avec les cellules 

1547/pSecTnITag. 

Les inserts de culture dans lesquels les différentes lignées de cellules 1547 (parentales, 

1547/pSecTag2, 1547 pSecTnITag) sont ensemencés, placés au contact des cellules EJG 48 h après la 

mise en culture de ces dernières (→ à J2 indique le début de la coculture). Les numérations sont 

effectuées tous les 2– 3 jours par le test d’exclusion du bleu trypan  
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De cet essai de coculture verticale nous pouvons déduire que: 

 - les protéines antiangiogéniques codées par les plasmides recombinants sont, après 

transfection, synthétisées et sécrétées sous leur forme active. 

 - les cellules endothéliales en contact permanent avec l’agent antiangiogénique ne semblent 

pas développer de système visant à inhiber l’action antiproliférative des protéines testées. 

 - la TnI est in vitro et dans le contexte de coculture, un agent antiangiogénique a priori plus 

efficace que l’endostatine. 

 

III. Effets de la transfection des ADNc de l’endostatine 

et de la TnI sur les modèles cellulaires  

L’objectif de ce travail est d’évaluer l’efficacité thérapeutique de ces gènes 

antiangiogéniques, endostatine et TnI, appliqués au traitement de l’ostéosarcome greffable de 

rat. In vivo, ces gènes sont administrés sous forme complexée à des liposomes cationiques 

désignés par le terme de lipoplexes.  

Les lipoplexes vont être dans un premier temps utilisés in vitro sur les modèles 

cellulaires mimant le modèle animal. Les cellules 1547 et EJG sont transfectées par ces 

lipoplexes. L’effet des deux gènes sur la croissance, la morphologie et éventuellement la mort 

cellulaire sont appréciées et leur potentiel antiangiogénique in vitro comparé.  

Les liposomes cationiques et les lipoplexes/pSecTag2 servent de contrôle pour chaque 

expérience réalisée. Ces contrôles permettent de déterminer dans quelle mesure un plasmide 

vide (sans gène d’intérêt) ou des liposomes peuvent modifier le comportement cellulaire (en 

terme de croissance et de morphologie cellulaires). Les effets des lipoplexes/pSecEndo et 

pSecTnITag sur les cellules sont évalués par rapport à ces contrôles.  
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III – 1. Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées 

L’analyse de la prolifération et de la morphologie cellulaires est nécessaire car elle 

nous permet de déterminer le comportement de chaque lignée cellulaire en culture. La 

connaissance de ces paramètres est indispensable pour pouvoir entreprendre les expériences à 

venir, et nous permettre de déterminer dans quelle mesure les modifications de prolifération et 

de morphologie observées sont dues à l’expression des gènes (TnI et endostatine) dont les 

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

 

III – 1 – 1. Lignée de cellules d’ostéosarcome  

Les cellules d’ostéosarcome humain (1547) ont un profil de croissance classique, qui 

peut être décomposé en trois phases : une phase de latence de 36 h, une phase de croissance 

exponentielle et une phase d’arrêt de croissance. Cette lignée possède un temps de 

doublement inférieur à 20 h, indiquant un mécanisme de prolifération cellulaire très actif. Ces 

cellules atteignent l’état de confluence et arrêtent de proliférer 5 jours après leur 

ensemencement à la densité de 5000 cellules/cm². Elles peuvent même à ce stade se 

chevaucher et former parfois un tapis cellulaire à plusieurs couches. Un tel état de confluence 

peut se maintenir 24 h, puis les cellules meurent et se détachent du support de culture.  

 

III – 1 – 2. Lignée de cellules endothéliales capillaires  

Les cellules endothéliales capillaires (EJG) que nous utilisons, présentent une 

prolifération et une morphologie un peu particulières qui sont typiques des cellules 

endothéliales.  
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III – 1 – 2 – 1. Prolifération des cellules EJG 

Le profil de croissance des cellules EJG est composé de trois phases : une phase de 

latence dont la durée est de 72 h, une phase de prolifération et un arrêt de croissance. Ces 

cellules prolifèrent lentement, leur temps de doublement est de 72 h, une durée de culture de 

15 à 18 jours est nécessaire pour atteindre l’état de confluence.  

Comme les cellules endothéliales in vivo, la prolifération des cellules EJG peut être 

stimulée par l’adjonction dans le milieu de culture de facteurs de croissance spécifiques. Afin 

de reproduire au mieux la situation de prolifération rencontrée durant l’angiogenèse in vivo, la 

croissance des cellules EJG est stimulée par le b-FGF. Des courbes de sensibilité des cellules 

EJG au b-FGF sont réalisées afin de déterminer la concentration en facteur de croissance 

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

R14).  
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Figure R14 : Courbes de croissance comparatives des cellules EJG parentales et stimulées par 

des concentrations croissantes de b-FGF.  

Les numérations cellulaires sont effectuées tous les deux à trois jours par le test d’exclusion au bleu 

trypan. 
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Le profil de croissance des cellules dont la prolifération est stimulée par le b-FGF, 

présenté sur la Figure R14 est identique à celui des cellules parentales (non stimulées): les 

cellules stimulées par l’adjonction de b-FGF présentent une phase stationnaire de trois jours 

puis une phase exponentielle de croissance et une phase d’arrêt de croissance. Alors que la 

concentration de 3 ng/ml n’apporte aucune stimulation de croissance par rapport aux cellules 

« témoins », les résultats de cette étude indiquent qu’une concentration de 6ng/ml de b-FGF 

est suffisante pour stimuler la croissance des cellules EJG de 40% en fin de croissance. Cette 

concentration de 6 ng/ml est la limite à partir de laquelle la stimulation de la croissance est 

toujours la même. C’est donc celle que nous avons choisi d’utiliser pour stimuler la 

prolifération des cellules EJG au cours de toutes les expériences menées sur les modèles de 

culture cellulaire.  

 

III – 1 – 2 – 2. Morphologie des cellules EJG 

Ces cellules se présentent sous forme de cellules polygonales irrégulières (forme 

étoilée et étalée) en début de prolifération (Figure R15A). A un stade de croissance avancé, 

les cellules prennent une forme fusiforme, elles s’organisent en fibres orientées parallèlement 

et présentent l’aspect d’une monocouche fusiforme à confluence (Figure R15B).  
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Figure R15 : Morphologie des cellules EJG 

A : Cellules EJG 36 h après leur ensemencement à une densité de 8000 cellules /cm².Les cellules ont 

une forme étoilée. (Grossissement x 100). 

B : Cellules EJG 15 jours après leur ensemencement à une densité de 8000 cellules /cm. Les cellules 

forment une monocouche fusiforme et sont organisées de façon parallèle. (Grossissement x 100).  
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III – 2. Transfection par les liposomes cationiques: étude de 

l’incorporation des liposomes par les cellules en culture 

Cette étape permet de déterminer quelle doit être la durée de l’incubation des cellules 

en présence des liposomes. Les deux lignées cellulaires sont transfectées par des liposomes 

marqués à la rhodamine (LiporedTM). Ce marquage, permet de suivre, en microscopie de 

fluorescence, l’internalisation des liposomes par les cellules, de déterminer le temps de 

contact nécessaire entre les liposomes et les cellules pour que les liposomes commencent à 

être internalisés par les cellules.  

Pour les deux lignées cellulaires (1547 et EJG), trois temps d’incubation des 

liposomes sont testés : 20 min, 1h et 2h. Les photos présentées sur la Figure R16 sont 

réalisées après 20 min et 1h d’incubation en présence de la solution de LiporedTM  . 
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Figure R16 : Incorporation des liposomes marqués par la rhodamine en microscopie de 

fluorescence.  

Une fluorescence plus intense est observée après une incubation d’une heure (flèches).  

A et B: Internalisation des liposomes par les cellules 1547 ; A : 20 min après le début de la 

transfection ; B : 1 h après le début de la transfection (grossissement x 200). C et D: Internalisation 

des liposomes par les cellules EJG ; C : 20 min après le début de la transfection ; D : 1 h après le début 

de la transfection (grossissement x 200).  
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Une fluorescence intracytoplasmique est observée dès 20 min d’incubation en 

présence des liposomes montrant que ces derniers sont rapidement internalisés par les cellules 

(Figure R16A et R16C). Cette fluorescence s’intensifie au cours du temps et se déplace du 

cytoplasme vers la membrane nucléaire. Au terme d’une heure d’incubation l’intensité de la 

fluorescence intracellulaire est à son maximum (Figure R16B et R16D). Une durée 

d’incubation de deux heures n’entraîne par une fluorescence intracellulaire plus intense. Ceci 

semble indiquer l’existence d’un phénomène de saturation de la part des cellules qui 

n’incorporent plus de liposomes. Ces résultats sont observés pour les cellules 1547 aussi bien 

que pour les cellules EJG indiquant que la vitesse d’incorporation des liposomes et le 

phénomène de saturation observés ne sont pas dépendants de la lignée cellulaire, mais plus 

des caractéristiques physicochimiques des liposomes.  

En fonction de ces résultats la durée de la transfection des cellules par les liposomes ou 

lipoplexes est fixée à 1h, temps à l’issue duquel le milieu de culture contenant les liposomes 

est remplacé par du milieu de culture normal.  

 

III – 3. Effet des ADNc de l’endostatine et de la TnI sur les cellules 

1547 

Une gamme de concentration des différents lipoplexes allant de 1 à 10 µg d’ADN/ml 

de milieu de culture est utilisée pour transfecter les cellules 1547 en phase de prolifération. 

Les effets des gènes d’intérêt sur la prolifération des cellules 1547 sont évalués par la 

comparaison de la croissance des cellules transfectées par les lipoplexes à celle des cellules 

transfectées par les liposomes « vides ». Cette transfection de « référence » permet de 

déterminer dans quelle mesure et à partir de quelle concentration, les liposomes ont un 

éventuel effet délétère sur les cellules 1547.  
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Les effets potentiels des gènes antiangiogéniques sur la croissance des cellules 1547 

sont évalués à différents temps après la transfection (de 24 à 72 h), par comptage au bleu 

trypan (Figure R17).  
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Figure R17 : Courbes de croissance comparative des cellules 1547 parentales et transfectées à 

l’aide des liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTnITag.  

La prolifération des cellules est estimée par le test d’exclusion au bleu trypan ,24h, 36h et 72 h. La 

transfection réalisée à T0. A : transfection par 1 µg ADN/ml de milieu de culture B : transfection par 2 

µg ADN/ml de milieu de culture. 
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Figure R17 (suite) : Courbes de croissance comparative des cellules 1547 parentales et 

transfectées à l’aide des liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTnITag.  

Une gamme de concentration allant de 1 à 10 µg d’ADN/ml de lipoplexes est utilisée pour transfecter 

les cellules 1547. La prolifération des cellules est estimée par le test d’exclusion au bleu trypan, 24h, 

36h et 72 h, après la transfection réalisée à T0. (n = 10comptages) 

C: transfection par 5 µg ADN/ml de milieu de culture ; D : transfection par 10 µg ADN/ml de milieu 

de culture. 
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La Figure R17 indique qu’aucun ralentissement de croissance significatif n’est observé 

lorsque des concentrations de 1 et 2 µg d’ADN/ml de milieu de culture sont appliquées pour 

la transfection des cellules 1547 (Figure R17A et B). La différence de croissance notée entre 

les cellules parentales et transfectées les liposomes ou par les lipoplexes n’est pas 

significative à cette concentration de 2 µg /ml (p> 0,05 à T0 +36 h, Figure R17B). De plus, la 

croissance des cellules 1547 n’est pas affectée après la transfection par les 

lipoplexes/pSecEndo ou pSecTnITag par rapport aux cellules transfectées par les liposomes 

vides (p>0,05 à T0 + 36 h). Les protéines codées par ces plasmides recombinants n’exercent 

pas d’effet inhibiteur sur la prolifération des cellules 1547.  

Un ralentissement important de la croissance est constaté lorsque les cellules sont 

transfectées avec des concentrations plus élevées de lipoplexes (5 µg d’ADN/ml de milieu de 

culture). Ce retard de croissance n’est pas du à l’expression des gènes d’intérêt, mais plutôt 

imputable à un effet des liposomes sur les cellules. En effet, un ralentissement de croissance 

de 31% par rapport aux cellules parentales est noté lorsque les liposomes cationiques vides 

sont utilisés pour transfecter les cellules 1547, mais aucun ralentissement de croissance n’est 

noté entre les cellules transfectées par les lipoplexes/pSecEndo ou pSecTnITag (Figure R17C 

et R17D). Dans ce cas, l’inhibition de la croissance des cellules 1547 observée, n’est pas due 

à l’expression des gènes antiangiogéniques étudiés, mais à la transfection elle-même. 

Appliqués à cette concentration les liposomes ont un effet délétère sur la prolifération des 

cellules. L’absence d’effet inhibiteur des protéines endostatine et TnI sur les cellules 1547 est 

nettement mise en évidence.  

Les cellules reprennent une vitesse de croissance normale 72h après avoir été 

transfectées à l’aide des différents lipoplexes mettant en évidence le caractère transitoire de la 

lipofection. 
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III – 4. Effet des ADNc de l’endostatine et de la TnI sur les cellules 

EJG.  

III – 4 – 1. ADNc et croissance cellulaire 

Les cellules EJG en phase de prolifération, sont transfectées à l’aide des mêmes 

lipoplexes que les cellules 1547, utilisés dans la même gamme de concentration.  

Les profils de croissance des cellules EJG après transfection sont différents de ceux 

observés dans les mêmes conditions pour les cellules d’ostéosarcome et sont présentés sur la 

Figure R18. 

La croissance des cellules endothéliales est affectée de manière spécifique par 

l’expression des gènes étudiés. La croissance de ces cellules n’est pas ralentie de manière 

significative après une transfection par les liposomes ou les lipoplexes/pSecTag2 à des 

concentrations de 1 et 2 µg/ml. Seules les cellules EJG transfectées dans les mêmes 

concentrations de lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag, voient leur croissance inhibée de 

manière significative. Une inhibition de croissance de 40 % et de 57 % est notée 36 h après la 

transfection des cellules par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag respectivement (Figure 

R18A et R18B). Cette inhibition est calculée par rapport à la croissance des cellules EJG 

transfectées par la même concentration de liposomes vides et est significative  (p<0,05 à  

T0+36 h). Cet effet inhibiteur est dépendant de la concentration d’ADN utilisé pour réaliser la 

transfection : en augmentant la concentration d’ADN, l’inhibition de la croissance des cellules 

EJG est augmentée.  

Comme pour les cellules 1547, un effet délétère des liposomes sur la prolifération des cellules 

EJG est également observé à partir d’une concentration de lipoplexes de 5 µg d’ADN/ml 

(Figure R18C et R18D). Comme les cellules 1547, les cellules EJG reprennent une croissance 

normale 72 h après la transfection, échappant à l’expression des gènes d’intérêt. La 

transfection par les liposomes cationiques permet une expression suffisante des gènes 
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d’intérêt pendant 48 h et une efficacité maximale est notée 36 h après la transfection, ces 

durées apparaissent comme étant des caractéristiques intrinsèques des liposomes que nous 

utilisons.  
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Figure R18 : courbes de croissance comparative des cellules EJG transfectées à l’aide des 

liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTnITag.  

Une gamme de concentration allant de 1 à 10 µg d’ADN/ml de lipoplexes est utilisée pour transfecter 

les cellules EJG. La prolifération des cellules est estimée par le test d’exclusion au bleu trypan, 18h, 

36h et 72 h, après la transfection réalisée à T0. (n = 10 comptages) A : transfection par 1 µg ADN/ml 

de milieu de culture, B : transfection par 2 µg ADN/ml de milieu de culture. 
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Figure R18 (suite) : courbes de croissance comparative des cellules EJG transfectées à l’aide des 

liposomes et lipoplexes pSecTag, pSecEndo, pSecTnITag.  

Une gamme de concentration allant de 1 à 10 µg d’ADN/ml de lipoplexes est utilisée pour 

transfecter les cellules EJG. La prolifération des cellules est estimée par le test d’exclusion au 

bleu trypan, 24 h, 36 h et 72 h, après la transfection réalisée à T0. C : transfection par 5 µg 

ADN/ml de milieu de culture, D : transfection par 10 µg ADN/ml de milieu de culture 
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Afin de confirmer l’action antiangiogénique des gènes étudiés, une transfection est 

réalisée dans les mêmes conditions sur une autre lignée de cellules endothéliales: les cellules 

HUVEC.  

Une concentration de 2 µg/ml de lipoplexes a un pouvoir délétère sur la prolifération 

de ces cellules. L’analyse est donc réalisée en transfectant ces cellules par une quantité de 

lipoplexe correspondant à 1 µg d’ADN/ml de milieu de culture.  
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Figure R19 : Courbes de croissance comparatives des cellules HUVEC transfectées à l’aide des 

liposomes et lipoplexes/pSecTag2, pSecEndo, pSecTnITag. 

Les cellules HUVEC sont transfectées par les lipoplexes utilisés à une concentration de 1 µg ADN/ml 

de milieu de culture. La prolifération des cellules est estimée par le test d’exclusion au bleu trypan, 

24h, 36 h et 72 h, après la transfection réalisée à T0. (n = 10 comptages).  

 

 

La croissance de ces cellules est inhibée par l’introduction d’un ADN exogène comme 

le montre la courbe de croissance de cellules transfectées par les lipoplexes/pSecTag2. Nous 

pouvons cependant noter que les deux gènes utilisés exercent également une inhibition de 

croissance significative et temporaire sur ces cellules (Figure R19) (p<0,05 àT0 + 36 h). La 
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comparaison est réalisée entre les cellules transfectées par les lipoplexes/pSecTag2 et celles 

transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag.  

 

Il ressort de ces essais que les deux gènes étudiés possèdent une action inhibitrice 

spécifique des cellules endothéliales, puisque in vitro ils inhibent uniquement la croissance 

des cellules EJG et HUVEC. De plus, la TnI a une action antiproliférative in vitro plus 

importante que l’endostatine. A concentration égale l’inhibition de croissance entraînée par la 

TnI est supérieure ou égale à celle induite par l’endostatine (Tableau R1).    

 

 

 

 

Lipoplexes/ 

pSecEndo  

1 µg/ml 

Lipoplexes/ 

pSecTnITag  

1 µg/ml 

Lipoplexes/ 

pSecEndo  

2 µg/ml 

Lipoplexes/  

pSecTnITag 

2 µg/ml 

 

Inhibition de la croissance 

des cellules EJG 36 h après 

la transfection 

 

37% 

 

40% 

 

40% 

 

57% 

 
Tableau R1 : Inhibition de croissance des cellules endothéliales capillaires EJG 36 h après leur 

transfection par les lipoplexes. 

 

 

L’inhibition de croissance observée est exprimée en pourcentage par rapport à la 

croissance des cellules endothéliales (EJG) transfectées par la même concentration de 

liposomes. Un léger effet dose dépendant est noté. Il ressort de ces analyses qu’in vitro la TnI 

est un inhibiteur de la prolifération des cellules EJG plus efficace que l’endostatine : à 

concentration égale, les lipoplexes/pSecTnITag entraînent un retard de croissance égal ou plus 

important que les lipoplexes/pSecEndo.  
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III – 4 – 2. Détection de l’apoptose des cellules EJG après transfection par 

les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag  

L’endostatine et la TnI provoquent provisoirement un ralentissement de la croissance 

des cellules endothéliales. Ces deux gènes vont-ils agir par régulation du cycle cellulaire ou 

sont-ils des inducteurs de mort cellulaire ? La capacité de l’endostatine à induire in vitro 

l’apoptose des cellules endothéliales est connue (Dhanabal et al., 1999b, Dhanabal et al., 

1999c). Nous avons utilisé une technique de double marquage afin d’évaluer l’apoptose 

cellulaire après la transfection par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag.  

 

III – 4 – 2 – 1. Morphologie des cellules après transfection  

Les cellules EJG sont transfectées par les lipoplexes utilisés à 2 µg/ml, cette 

concentration apparaissant comme la concentration limite où un effet délétère des liposomes 

vides sur la prolifération des cellules n’est pas observé. 

 

Les cellules EJG transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag, présentent 

de grands changements morphologiques dès 18 h après la transfection (Figure R20). 

Le tapis cellulaire est détruit, des plages de cellules ont disparues, de nombreux débris 

cellulaires sont présents dans le milieu. La membrane plasmique des cellules présente un 

aspect dentelé, le cytoplasme des cellules est abondant, cette morphologie rappelle celle des 

cellules en état de lyse. Ces effets sont également observés mais dans une plus faible 

proportion pour les cellules transfectées par les liposomes ou les lipoplexes/pSecTag2. Alors 

que 5 % et 10 – 15 % environ des cellules transfectées respectivement par les liposomes ou 

les lipoplexes/pSecTag2 présentent cette morphologie ; ces pourcentages de cellules 

modifiées atteignent 30 à 50% des cellules transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et 

pSecTnITag. Ces modifications sont pour une part dues à l’incorporation forcée dans la 
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cellule de nouveaux lipides, mais ils sont augmentés par l’expression des gènes 

antiangiogéniques.  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

    

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

Les cellules EJG sont transfectées par les lipoplexes administrés à une concentration de 2 µg/ml. 

(Grossissement x 100).  

A : cellules EJG parentales, B : cellules EJG transfectées par les lipoplexes pSecTag2, C : cellules 

EJG transfectées par les lipoplexes/pSecEndo, D : cellules EJG transfectées par les 

lipoplexes/pSecTnITag.  
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III – 4 – 2 – 2. Détection de l’apoptose des cellules après transfection  

Bien que les caractéristiques morphologiques observées soient plutôt celles de la 

nécrose, tenant compte de l’activité pro-apoptotique de l’endostatine, une double coloration 

T.U.N.E.L./DAPI est réalisée. Elle permet de visualiser les noyaux cellulaires de toutes les 

cellules (coloration au DAPI) et de détecter d’éventuelles fragmentations nucléaires 

caractéristiques de l’apoptose (coloration DAPI et T.U.N.E.L.). Les résultats de cette double 

coloration sont présentés sur la Figure R21. Cette coloration permet de visualiser sous 

microscopie à fluorescence les noyaux des cellules apoptotiques.  

 

Les noyaux des cellules non transfectées ou transfectées par les liposomes ne 

présentent pas de double marquage (Figure R21A). Quelques cellules transfectées par les 

lipoplexes/pSecTag2 ont une double coloration nucléaire. Environ 30 % des cellules 

transfectées par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag ont des noyaux cellulaires présentant 

un double marquage T.U.N.E.L. et DAPI (Figure R21 B et R21C). Bien que des structures 

typiques de fragmentations nucléaires ne puissent pas être reconnues, cette double 

fluorescence est l’indication de mort cellulaire vraisemblablement par apoptose. Il apparaît 

donc qu’in vitro, les deux gènes évalués peuvent induire une mort par apoptose des cellules 

EJG. 
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Figure R21 : Observation en microscopie de fluorescence après coloration nucléaire des cellules 

EJG par double marquage T.U.N.E.L./DAPI.  

Les cellules EJG sont transfectées par les lipoplexes utilisés à 2 µg/ml. La détection de l’apoptose est 

réalisée 18 h après la transfection.  

A : Cellules EJG non transfectées, B : Cellules EJG transfectées par les lipoplexes/pSecEndo, C: 

Cellules EJG transfectées par les lipoplexes/pSecTnITag. (Grossissement x 200) 

 

 

A B 

C 



 

 

 

171 
 
 

Cette phase expérimentale in vitro a permis de mettre en évidence que les gènes 

d’intérêt étudiés sont des agents inhibiteurs spécifiques de la prolifération des cellules 

endothéliales, en effet l’expression de ces gènes n’affecte pas la prolifération des cellules 

d’ostéosarcome. Il apparaît de plus qu’in vitro l’endostatine et la TnI sont des agents 

inducteurs de l’apoptose des cellules EJG. Une comparaison de l’activité antiangiogénique de 

ces deux gènes réalisée sur des modèles de cultures cellulaires indique qu’in vitro la troponine 

I est un inhibiteur de la prolifération des cellules endothéliales plus efficace que l’endostatine. 

La transfection de lignées cellulaires par les lipoplexes nous a permis de constater que 

l’expression des transgènes est stable pendant environ 48 h. Ceci nous permet de fixer la 

fréquence d’administration des lipoplexes à effectuer. Une injection de lipoplexes, 

correspondant à une concentration de 240 µg d’ADN, toutes les 48 h à 72 h, nous semble 

suffisante pour maintenir un niveau d’expression du transgène suffisant pour observer un effet 

antiangiogénique in vivo. 

 

 

IV. Administration des lipoplexes aux rats porteurs 

d’ostéosarcome 

Les résultats encourageants obtenus lors de la phase d’étude in vitro, mettent en 

évidence la spécificité d’action des deux agents étudiés : l’endostatine et la TnI musculaire.  

Au vu de ces résultats, nous avons testé l’efficacité thérapeutique de ces gènes sur un 

modèle tumoral in vivo. Le modèle utilisé est celui de l’ostéosarcome greffable de rat, modèle 

orthotopique qui possède les mêmes caractéristiques d’agressivité et le fort potentiel 

métastatique de l’ostéosarcome humain. Les mêmes liposomes cationiques que ceux utilisés 

in vitro sur les modèles de culture cellulaire, servent de vecteur de transfert des ADNc de 
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l’endostatine et de la TnI in vivo. La validité de la thérapie génique utilisant ces vecteurs 

liposomiques est évaluée, et une étude comparative des actions de l’endostatine et de la TnI 

est menée. L’appréciation de l’efficacité du traitement antiangiogénique repose sur plusieurs 

critères : sa capacité à ralentir, voire à inhiber la croissance tumorale, à empêcher la 

dissémination métastatique, et à induire une réduction de la vascularisation tumorale.  

 

IV – 1. Administration intratumorale des lipoplexes/pSecEndo 

Dans une première phase d’étude, les effets de l’administration intratumorale des 

lipoplexes (correspondant à 240 µg d’ADNc) sur la croissance tumorale et la dissémination 

métastatique sont évalués. Ce premier essai ayant pour but de valider la stratégie de thérapie 

génique antiangiogénique, est réalisé sur six animaux, quatre reçoivent les 

lipoplexes/pSecEndo et deux rats témoins les lipoplexes/pSecTag2.  

Le nombre de rats étudiés ne permet pas de réaliser de tests statistiques. Cependant 

cette expérience nous a permis de nous assurer de l’absence d’effets indésirables dus à 

l’injection répétée de lipoplexes dans l’organisme et de tester l’efficacité des ADNc à induire 

directement une inhibition de croissance tumorale. En administrant les gènes directement dans 

la tumeur, nous testons leur efficacité et nous limitons les possibilités de diffusion des 

lipoplexes dans l’organisme. Le gène de l’endostatine, dont l’action antiangiogénique est 

établie sur de nombreux modèles tumoraux est choisi comme un agent thérapeutique de 

référence afin de valider la stratégie.  

L’efficacité de la thérapie est évaluée tout au long de l’étude par appréciation du volume 

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

 

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

sacrifiés cinquante huit jours après le début de la thérapie du fait d’une masse tumorale 
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imposante. Alors que dans le groupe recevant les lipoplexes/pSecEndo, une régression de la 

tumeur est observée pour deux animaux respectivement après 16 jours et 37 jours de 

traitement. La tumeur se présente comme une néoformation mobile à la palpation  

respectivement de 0,8 cm³ et 0,4 cm³. Cette mobilité laisse supposer que les tumeurs ne sont 

plus attachées à l’os et peuvent être chirurgicalement excisées sans risque. Une fois le résidu 

tumoral réséqué, les animaux reçoivent deux injections intratumorales supplémentaires des 

lipoplexes/pSecEndo par voie intramusculaire, au site correspondant à l’ancien site tumoral. 

Ces animaux ne présentent pas de signes de récidive tumorale ni de développement 

métastatique, même après une période de six mois sans thérapie.  

Les deux autres animaux recevant les lipoplexes/pSecEndo ne présentent pas de 

ralentissement de la croissance tumorale important par rapport aux animaux témoins. Si un 

retard d’évolution est constaté pour une tumeur, l’autre présente une croissance identique à 

celle des tumeurs des animaux témoins. Cette évolution peut nous laisser supposer que cette 

tumeur échappe au traitement antiangiogénique. L’essai est stoppé lorsque les rats témoins 

sont sacrifiés ; les deux rats ayant reçu les lipoplexes/pSecEndo sont sacrifiés en même temps.  
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Figure R22 : Evolution des volumes tumoraux au cours du traitement.  

Les volumes tumoraux sont appréciés tous les 7 jours, pour chaque animal, à l’aide de la formule de 

Carlsonn. Les rats recevant les lipoplexes/pSecEndo sont représentés en rouge et dénommés selon le 

traitement reçu Lipoplexe/pSecEndo, les rats témoins sont représentés en bleus et désignés par le nom 

du lipoplexe contrôle : lipoplexe/pSecTag.  

 

 

Les tumeurs et poumons de tous les animaux sont soumis à des analyses 

anatomopathologiques, afin d’étudier la structure histologique des tumeurs primaires et de 

rechercher la présence de métastases pulmonaires.  

L’examen histologique des deux tumeurs ayant régressé montre par la présence au sein 

du tissu musculaire d’un reliquat tumoral (Figure R23A). Cette structure tissulaire présente 

les caractéristiques d’une tumeur ayant totalement ou presque complètement régressé. Le 

reliquat tumoral est composé en grande partie de nécrose faite de tissu conjonctif jeune, de 

débris cellulaires. Quelques cellules tumorales à noyau atypique sont décelées. La périphérie 
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de la néoformation est nécrotique et est le siège d’une infiltration inflammatoire (Figure 

R23B).  

 

 

 

 

 

 

Figure R23 : Analyse histologique d’une tumeur ayant totalement régressée.  

A : Lame histologique de la néoformation incluse dans le muscle. Ms : Muscle squelettique, T : 

néoformation tumorale.  

B : Coupe histologique de la néoformation tumorale, (grossissement x 100).  
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L’autopsie des animaux sacrifiés révèle la présence de métastases pulmonaires 

observables macroscopiquement pour les animaux témoins : de 3 à 7 métastases sont 

décelées, leur taille est comprise entre 0,2 et 1,5 cm de diamètre (Figure R24A). A l’examen 

histologique, les métastases pulmonaires des animaux témoins montrent un aspect similaire à 

la tumeur primitive. Le faible pourcentage de nécrose de ces foyers métastatiques, 10% de la 

surface tumorale secondaire, ainsi que la présence d’embols tumoraux au niveau des artérioles 

pulmonaires attestent de l’agressivité de cette tumeur (Figure R24B).  
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Figure R24 : Analyses histologiques de poumon de rat témoin. 

A : Coupe de tissus pulmonaire de rats témoins ; de nombreuses métastases (M ) sont observées. 

(Lame scannée). 

B : Coupe histologique d’une métastase (grossissement x 100). 
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Les poumons des animaux ayant reçu le gène de l’endostatine sont dépourvus de tout 

foyer tumoral secondaire décelable macroscopiquement. 

Des analyses anatomopathologiques sont menées sur des coupes tissulaires afin de 

rechercher la présence d’éventuels foyers tumoraux secondaires pulmonaires microscopiques 

pour les animaux du groupe pSecEndo. Une structure pulmonaire intacte est observée, aucune 

métastase n’est détectée, chez aucun des animaux de ce groupe même pour ceux ayant une 

progression de la tumeur primaire similaire à celle des témoins (Figure R25). 

 

 

 

Figure R25 : Coupe de poumon réalisée sur un rat traité par les lipoplexes/pSecEndo 

(Grossissement x 100). 

 

 

Des examens histologiques similaires sont réalisés sur les tumeurs de tous les animaux 

dans le but d’étudier la densité cellulaire tumorale et de déterminer si l’endostatine induit des 

changements de structure tissulaire de la tumeur primaire. Les résultats de ces analyses sont 

présentés sur les Figure s R26 et R27. 
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La structure histologique des tumeurs de ces animaux sacrifiés 58 jours après le début 

du traitement ne présente pas de différence notable. Les tumeurs des rats témoins comme 

celles des rats ayant reçu les lipoplexes/pSecEndo sont hétérogènes. Elles ont toutes des 

régions hyperprolifératives, à forte densité cellulaire où des mitoses sont détectées et des 

zones de nécrose pouvant renfermer des microcalcifications (Figure R26A et R26B). Les 

cellules tumorales apparaissent inchangées elles aussi, elles sont de grande taille, avec des 

noyaux volumineux, irréguliers souvent nucléolés. Dans le centre nécrotique des tumeurs (rats 

témoins ou rats traités) des couronnes de cellules en prolifération entourent un vaisseau, ces 

structures sont communément retrouvées dans l’ostéosarcome (Figure R27). 
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Figure R26 : Coupes histologiques d’une tumeur provenant d’un rat témoin 

A : Région hyperproliférative, à densité cellulaire élevée. (Grossissement x 50). 

B : Région tumorale centrale. (Grossissement x 50). N : nécrose, V : vaisseau  
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Figure R27 : Coupe histologique d’une tumeur provenant d’un rat traité par les 

lipoplexes/pSecEndo 

A : zone centrale nécrotique. Des zones de nécrose entourent des régions de cellules prolifératives (C) 

centrées sur des vaisseaux (V) (grossissement x 50). 

B : Coupe histologique de la même région observée à un plus fort grossissement (x 100).  
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Toutefois, l’estimation du pourcentage de nécrose montre une différence entre les 

animaux des deux lots. La surface nécrosée représente près de 30 % de la tumeur pour les 

animaux témoins contre 50 à 70 % pour les animaux ayant reçu le gène de l’endostatine.  

L’estimation du pourcentage de nécrose est utilisée en oncologie pour apprécier 

l’efficacité d’un traitement. L’augmentation de ce pourcentage de nécrose des tumeurs traitées 

est un argument en faveur de l’efficacité de la thérapie génique antiangiogénique. L’efficacité 

de cette approche est également mise en évidence par les régressions tumorales obtenues pour 

les deux autres animaux.  

Cette expérience montre l’absence d’effets indésirables liés à l’administration répétée 

de lipoplexes. L’administration intratumorale des lipoplexes peut induire un ralentissement de 

la croissance de la tumeur mais est surtout efficace pour empêcher toute dissémination 

métastatique. Ces résultats préliminaires nous permettent de passer à la seconde étape de 

validation de la thérapie génique antiangiogénique au cours de laquelle les lipoplexes sont 

administrés par voie intraveineuse aux animaux porteurs de tumeur.       

 

IV – 2. Effets des lipoplexes administrés par voie intraveineuse 

IV – 2 – 1. Biodistribution des liposomes cationiques  

Il a été montré, dans d’autres modèles tumoraux, que les liposomes cationiques que 

nous utilisons s’accumulent préférentiellement dans les cellules néoendothéliales des tumeurs 

(Krasnici et al., 2003).  

Afin de déterminer si cette cible tumorale spécifique est conservée lorsque ces 

liposomes sont administrés par voie intraveineuse dans le modèle d’ostéosarcome greffable de 

rat, une analyse qualitative de la biodistribution des liposomes dans les tumeurs et les 

principaux organes : poumons, muscle, foie, rein, cerveau, est effectuée.  
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Cette analyse est réalisée après injection par voie IV de liposomes couplés à de la 

rhodamine et de Lectine couplée à la FITC. La lectine couplée à la FITC colore tout le réseau 

vasculaire, alors que la fluorescence rouge de la rhodamine n’est présente qu’au niveau des 

cellules ayant incorporé les liposomes cationiques. Une colocalisation de la des fluorescence 

de la lectine et de la rhodamine indique la présence des liposomes cationiques dans les 

cellules endothéliales vasculaires.  

Une accumulation de la double fluorescence FITC/rhodamine est observée au niveau 

de la tumeur, alors que le double marquage des muscles environnants est de faible intensité 

(Figure R28A). Ce double marquage est également rencontré au niveau des vaisseaux 

localisés dans la région centrale nécrotique de la tumeur (Figure R28B). L’accumulation de la 

fluorescence due à la rhodamine dans la tumeur n’est pas le résultat d’une densité vasculaire 

plus importante dans la tumeur puisque le marquage des cellules endothéliales à la Lectine –

FITC est aussi intense au niveau du tissu tumoral que musculaire. 

 Dans les autres organes, la double fluorescence est quasiment absente mettant en 

évidence une faible accumulation des liposomes au niveau des vaisseaux normaux. Malgré 

une densité vasculaire importante, on peut noter la quasi absence de double fluorescence au 

niveau des capillaires des alvéoles pulmonaires (Figure R28C). Une absence de fixation au 

niveau des capillaires du cerveau est également constatée (Figure R28D).  
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Figure R28 : Biodistribution des liposomes cationiques.  

La distribution des liposomes dans les organes et dans la tumeur est étudiée 20 min après leur 

administration par voie intraveineuse. 

A : Interface tumeur /muscle. 

B : Région centrale de la tumeur. V : vaisseau 
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Figure R28 (suite) : Biodistribution des liposomes cationiques. 

 La distribution dans les principaux organes est étudiée après leur administration par voie 

intraveineuse. Les flèches signalent la colocalisation des fluorescences traduisant la présence de 

liposomes dans les cellules endothéliales vasculaires.  

C : Poumon.  

D : Cerveau. 

Al : Alvéole pulmonaire. 
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Ces résultats indiquent que dans le modèle d’ostéosarcome greffable de rat, les 

liposomes conservent leur haute affinité pour le réseau vasculaire tumoral périphérique 

comme central, et s’accumulent peu dans les autres tissus. Ce ciblage du réseau vasculaire 

tumoral par les liposomes cationiques nous permet d’envisager un protocole thérapeutique 

dans lequel les lipoplexes seront administrés aux animaux par voie intraveineuse. Les 

lipoplexes se localiseront de préférence au niveau de la tumeur, la diffusion des agents 

thérapeutiques dans l’organisme sera limitée.  

 

IV – 2 – 2. Comparaison des effets des ADNc de l’endostatine et de 

la TnI 

Les animaux reçoivent six injections intraveineuses de lipoplexes (volume 

correspondant à 240 µg d’ADN plasmidique). La capacité des gènes de l’endostatine et de la 

TnI à ralentir la croissance tumorale est évaluée tout au long du traitement par le calcul du 

volume tumoral (Carlsonn et al., 1983). L’effet des gènes antiangiogéniques sur la 

vascularisation de la tumeur est apprécié au terme de ces six injections par des méthodes 

immunohistologiques.  

 

IV – 2 – 2 – 1. Effet des gènes antiangiogéniques sur la croissance tumorale 

Des différences sont constatées au sein de chaque groupe en ce qui concerne 

l’évolution du volume tumoral. Sur quatre animaux traités par les lipoplexes/pSecEndo, un 

présente une régression totale de la tumeur. En revanche, toutes les tumeurs des rats traités à 

l’aide des lipoplexes/pSecTnITag semblent échapper au traitement. En effet, après dix jours 

de traitement, le volume tumoral moyen de ce lot est supérieur de 15% par rapport à celui du 



 

 

 

187 
 
 

lot témoin (Figure R29). Cette analyse montre également que l’endostatine induit un retard de 

l’évolution tumorale ; à la fin de l’expérience le volume tumoral moyen de ce groupe est 

inférieur d’environ 25 % par rapport à celui du groupe témoin.  
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Figure R29 : Evolution des volumes tumoraux moyens en cours de traitement.  

Le volume tumoral est calculé par l’application de la formule de Carlsonn. Le groupe témoin est 

composé de 3 rats recevant les lipoplexes/pSecTag2, des lots composés de 4 animaux sont traités 

respectivement par les lipoplexes/pSecEndo et pSecTnITag. 

 

 

A la différence de l’endostatine qui ralentit la croissance tumorale, la TnI présente un 

effet paradoxal in vivo, elle s’avère être inefficace à stopper la croissance tumorale, tout au 

moins dans ce contexte.  
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IV – 2 – 2 – 2. Effet des gènes antiangiogéniques sur la vascularisation 

tumorale 

Au terme d’une cure de six administrations intraveineuses de lipoplexes, les animaux 

sont sacrifiés, les tumeurs sont prélevées et soumises à des analyses immunohistologiques. 

Ces études ont pour but d’évaluer l’effet des gènes de l’endostatine et de la TnI sur la 

vascularisation tumorale.  

L’analyse de la vascularisation tumorale est effectuée sur des fragments prélevés dans 

différentes régions de la tumeur à l’aide de l’anticorps dirigé contre un marqueur spécifique 

des cellules endothéliales (RECA-1). Un intérêt plus particulier est accordé à la bordure 

tumorale, zone de croissance active, normalement la plus vascularisée.  

Une différence de la vascularisation périphérique des tumeurs des différents groupes 

est mise en évidence. Les tumeurs des rats témoins (traités par les lipoplexes/pSecTag2) 

présentent toutes une vascularisation dense. Leur réseau vasculaire est constitué de vaisseaux 

irréguliers et nombreux formant des régions de densité vasculaire plus élevée (Figure R30A). 

Cette organisation vasculaire chaotique est retrouvée dans les tumeurs des animaux ayant reçu 

les lipoplexes/pSecTnITag (Figure R30B). Les tumeurs de ce lot de rats ont une densité 

vasculaire importante, similaire à celle des tumeurs du groupe témoin. Une modification très 

nette du réseau vasculaire tumoral est notée dans le cas des rats traités par les 

lipoplexes/pSecEndo. Les tumeurs sont moins vascularisées à leur périphérie, les vaisseaux 

tumoraux sont isolés et de taille plus régulière et plus importante que les vaisseaux des 

tumeurs témoins (Figure R30C). Les nombreux petits vaisseaux trouvés dans les tumeurs 

témoins sont absents. La vascularisation périphérique de ces tumeurs est identique à celle 

retrouvée habituellement au centre d’un ostéosarcome laissé en évolution naturelle ou traité 

par les lipoplexes/pSecTag2.  
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Figure R30 : Analyse de la vascularisation tumorale par microscopie de fluorescence. 

La densité vasculaire est analysée qualitativement. Les vaisseaux sont marqués par l’anticorps RECA-
1 et l’anticorps secondaire couplé à la fluorescéine. Les photos sont réalisées dans la région 
périphérique des tumeurs. (Grossissement x 50). (N : Nécrose tumorale, Ms : muscle squelettique). 
A : rat témoin ; B : rat traité par les lipoplexes/pSecTnITag ; C : rat traité par les lipoplexes/pSecEndo. 
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IV – 2 – 2 – 3. Gènes antiangiogéniques et apoptose tumorale 

L’apoptose des cellules tumorales et endothéliales est analysée dans les mêmes 

régions où la densité vasculaire a été étudiée. Elle est mise en évidence par triple 

immunomarquage. Cette méthode permet de différencier les cellules tumorales apoptotiques 

qui présentent un double marquage nucléaire DAPI et T.U.N.E.L, des cellules endothéliales 

apoptotiques, apparaissant marquées par l’anticorps RECA-1et T.U.N.E.L.  

Cette étude confirme la diminution de densité vasculaire observée pour les tumeurs 

traitées par les lipoplexes/pSecEndo et l’absence de variation de cette densité vasculaire pour 

les groupes de rats recevant les lipoplexes/pSecTnITag. 

 

IV – 2 – 2 – 3 – 1. Apoptose des cellules tumorales 

Dans les tumeurs du lot témoin, peu de cellules tumorales présentant un double 

marquage T.U.N.E.L. et DAPI, donc apoptotiques, sont détectées. Les quelques cellules 

apoptotiques visualisées sont dispersées (Figure R31A). Les tumeurs du groupe de rats traité 

par les lipoplexes/pSecTnITag montrent une légère augmentation des cellules apoptotiques 

par rapport au lot témoin ; les cellules apoptotiques peuvent être dispersées ou organisées en 

points focaux (Figure R31B). Une augmentation importante des cellules tumorales 

apoptotiques est mise en évidence dans les tumeurs traitées par les lipoplexes/pSecEndo. Il est 

à noter que ces cellules apoptotiques ont une organisation particulière ; elles forment un 

anneau qui établit une limite entre une zone de nécrose et une couronne de cellules tumorales 

viables centrées sur un vaisseau (Figure R31C). Cette organisation est typique des régions 

centrales d’un ostéosarcome laissé en évolution naturelle, elle est également présente dans le 

centre des tumeurs des animaux témoins ou recevant les lipoplexes/pSecTnITag. 
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Figure R31 : Détection de l’apoptose des cellules endothéliales et tumorales par microscopie de 

fluorescence.  

Les vaisseaux sont marqués par l’anticorps RECA-1 et l’anticorps secondaire couplé à la fluorescéine, 

l’apoptose est détectée par la technique T.U.N.E.L. 

A : rat témoin. B : rat traité par les lipoplexes/pSecTnITag. C : rat traité par les lipoplexes/pSecEndo. 

Ap : apoptose, V : vaisseau. (Grossissement x 50). 
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IV – 2 – 2 – 3 – 2. Apoptose des cellules endothéliales  

Nous n’avons pas mis en évidence dans ces tumeurs la présence de cellules 

endothéliales marquées par le T.U.N.E.L c’est à dire apoptotiques; ce qui semble indiquer 

qu’in vivo l’endostatine serait plus un inhibiteur de la prolifération des cellules endothéliales 

qu’un agent pro-apoptotique. L’endostatine empêcherait la mise en place des petits vaisseaux 

tumoraux, que l’on retrouve dans les tumeurs des animaux témoins ou ayant reçu les 

lipoplexes/pSecTnITag. 

 

En résumé, au terme d’une cure de six injections intraveineuses de lipoplexes, nous 

pouvons constater que la TnI est inefficace elle n’entraîne aucun changement histologique 

dans l’ostéosarcome de rat, alors que l’endostatine induit une diminution de la vascularisation 

périphérique de la tumeur et une augmentation de l’apoptose des cellules tumorales. De plus, 

cette étude préliminaire nous permet de montrer l’absence d’effets secondaires liés à 

l’administration systémique répétée de lipoplexes, aucune perte de poids consécutive à 

l’administration des lipoplexes n’est notée. Ces résultats nous permettent d’envisager un 

second essai thérapeutique au cours duquel les lipoplexes/pSecEndo seront administrés par 

voie intraveineuse et jusqu’à régression de la tumeur ou décès des animaux. Le suivi des 

animaux est assuré en cours de traitement par l’examen clinique classique et par imagerie 

médicale. 

 

IV – 3. Effet de l’administration des lipoplexes/pSecEndo par voie 

intraveineuse  

La TnI s’avérant être in vivo inefficace pour le traitement de ce modèle tumoral, seuls 

les lipoplexes/pSecEndo sont utilisés. Au cours du traitement, les animaux sont suivis par 

tomoscintigraphie au 18FDG et angioscintigraphie au 99mTc. En fin d’étude, des analyses 
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anatomopathologiques nous permettent de confirmer les observations faites par imagerie 

médicale, et d’étudier la densité cellulaire des tumeurs témoins et traitées par les 

lipoplexes/pSecEndo.  

 

IV – 3– 1 Evolution tumorale 

IV – 3 – 1 - 1 Groupe témoin 

Les rats du groupe recevant le traitement témoin (lipoplexes/pSecTag2) présentent 

tous une évolution tumorale rapide (Figure R35). L’augmentation de la croissance tumorale se 

traduit en terme d’imagerie par une augmentation de la fixation tumorale du 18FDG, la tumeur 

apparaissant plus intensément marquée (Figure R32) : 

En début de traitement, la fixation du 18FDG par la tumeur est faible, elle représente 

4% de la fixation totale du 18FDG. Au cours du temps cette fixation augmente rapidement, 

atteignant 35% par rapport à la fixation corporelle totale, peu avant le décès de l’animal. 

Durant le même intervalle, la fixation de 18FDG au niveau de la patte controlatérale n’ayant 

pas de tumeur reste stable. Cette forte augmentation de la fixation tumorale du 18FDG traduit 

une activité métabolique élevée de la tumeur. Elle est caractéristique d’une tumeur 

hyperproliférative, d’un ostéosarcome en évolution naturelle. Ces animaux témoins meurent 

respectivement 27, 39 et 47 jours après le début de la thérapie avec une masse tumorale 

importante et présentent tous des métastases pulmonaires nombreuses. Certaines sont même 

détectables macroscopiquement, mesurant de 1,5 à 1,7 cm de diamètre.  
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Figure R32 : Evolution de la fixation du 18FDG au cours du traitement : rat témoin. 

Le pourcentage indique la fixation tumorale du 18FDG par rapport au reste du corps. (T : tumeur) 

Ces images sont réalisées au début du traitement (A), après 2 semaines de traitement (B) et après 5 semaines de traitement (C)

T T 
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IV – 3 – 1 – 2. Groupe Lipoplexe/pSecEndo 

Il existe des variations individuelles importantes quand à l’évolution des volumes 

tumoraux au sein de ce groupe, visibles sur la Figure R35 présentant l’évolution individuelle 

des tumeurs des rats au cours du traitement.  

Trois rats (dénommés lipoplexe/pSecEndo1, lipoplexe/pSecEndo3 et 

lipoplexe/pSecEndo4, d’après le traitement administré) ont une complète régression tumorale, 

(Figure R35) ce qui se traduit en terme d’imagerie (aussi bien 18FDG que 99mTc) par une 

diminution de la fixation de radionucléide au niveau de la tumeur qui redevient équivalente à 

la fixation de la patte controlatérale non porteuse de tumeur (Figure R33). Ces animaux sont 

traités pendant une semaine supplémentaire afin d’éliminer toute cellule tumorale existante. 

Ils ne présentent pas de signe de reprise tumorale ni de développement métastatique 3 mois 

après l’arrêt de la thérapie.  

Un rat recevant les lipoplexes/pSecEndo montre un retard de croissance tumoral 

important (rat Lipoplexe/pSecEndo5, Figure R35). Il meurt 27 jours après le début du 

traitement d’un arrêt cardiaque au cours d’une injection.  

Un animal présente une tumeur qui évolue rapidement, (rat Lipoplexe/pSecEndo6,  

Figure R35). Il semble que cette tumeur ait échappée à la thérapie, comme l’indiquent la 

progression de la tumeur et l’évolution de la fixation de 18FDG et de 99mTc qui toutes deux 

augmentent rapidement de façon parallèle (Figure R34). Un animal présente, 47 jours après le 

début du traitement une tumeur qui stagne (rat Lipoplexe/pSecEndo2). Cette tumeur est 

chirurgicalement excisée, la thérapie est poursuivie car la tumeur récidive. Cent jours après le 

début de la thérapie, l’administration des complexes est arrêtée pour cause de grossesse. A la 

mort de cet animal, 35 jours après l’arrêt de la thérapie, l’analyse anatomopathologique révèle 

la présence de deux métastases pulmonaires, ce qui est peu compte tenu de l’agressivité de 

l’ostéosarcome et du fait que cet animal est resté un mois sans traitement.  
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Figure R33 : Evolution parallèle de la fixation tumorale de 18FDG et 99mTc au cours du 
traitement lipoplexe/pSecEndo. 
Rat pSecEndo3 présentant une involution tumorale. L’angioscintigraphie et la tomoscintigraphie sont 
réalisées à 48 h d’intervalle. A, B : diagnostic de la tumeur. C, D : détection de la tumeur après deux 
semaines de traitement. E, F : détection de la tumeur après 4 semaines de traitement. Les pourcentages 
(B, D, F) indiquent la fixation de 18FDG par la tumeur par rapport au reste du corps ; le rapport R (A, 
C, E) représente la fixation de99mTc de la tumeur comparée à celle de la région controlatérale. 
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Figure  R34 : Fixation de 18FDG et 99mTc au cours du traitement chez un rat échappant au 

traitement lipoplexe/pSecEndo.  

Rat pSecEndo6 

A, B : diagnostic de la tumeur.  

C, D : après 3 semaines de traitement 

Les pourcentages (B, D) indiquent la fixation de 18FDG par la tumeur par rapport au reste du corps ; le 

rapport R (A, C) représente la fixation de 99mTc de la tumeur comparée à celle de la région 

controlatérale. 

 

 

 

Tomoscintigraphies 

R = 1,6 

R = 5,17 

A 

C D 

B 

Angioscintigraphies 



 

 

 

198 

La Figure R35 résume l’évolution du volume tumoral de chaque animal inclus dans 

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

 

 

En résumé :  

- les rats témoins sont tous morts dans des délais relativement courts et présentaient à ce 

moment là des tumeurs ayant un volume important. 

 

 

Sur les six rats traités par les lipoplexes/pSecEndo : 
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 - Trois présentent une régression totale de la tumeur et aucune récidive après l’arrêt du 

traitement 

 - Un rat présente un retard significatif de la croissance tumorale. 

 - Un autre rat a une tumeur évoluant lentement qui est réséquée et récidive mais l’animal 

présente une survie prolongée par rapport aux animaux témoins. 

 - Pour un animal la tumeur semble échapper au traitement. 

 

Ces évolutions des volumes tumoraux sont constatées en tomoscintigraphie au 18FDG 

aussi bien qu’à l’aide de l’angioscintigraphie 99mTc.  

Les examens par imagerie médicale (tomoscintigraphie au 18FDG et 

angioscintigraphie 99mTc) permettent de déterminer la prise de la greffe tumorale, de suivre 

l’évolution de la masse tumorale et de sa vascularisation au cours du temps.  

Comme présentés sur les Figure s R33 et R34, les niveaux de fixation tumoraux des 

radionucléides, pour un même animal, évoluent en parallèle, mettant en évidence l’existence 

d’une relation entre le degré de vascularisation de l’ostéosarcome et son métabolisme.  

L’augmentation de la croissance tumorale se traduit en terme d’imagerie par une 

augmentation de la fixation du radionucléide (18FDG ou 99mTc), la tumeur apparaissant plus 

intensément marquée. Cette augmentation de la fixation des radionucléides reflète 

l’augmentation du métabolisme tumoral (cas du 18FDG), une vascularisation tumorale accrue 

(99mTc) et se traduit par un accroissement de la taille de la tumeur (Figure  R34). Au contraire 

une diminution de marquage radioactif au niveau de la tumeur indique une involution du 

processus tumoral : métabolisme réduit et diminution de la vascularisation (Figure  R33). 

Dans le cas de l’angioscintigraphie, un retour du rapport de fixation R à une valeur de 1 

indique que la tumeur a une vascularisation identique à celle de la patte controlatérale. Au 

début du traitement ce rapport est voisin de 1,7 – 2. La tumeur est alors faiblement 
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vascularisée, un accroissement de ce rapport indique, tout comme une augmentation de la 

fixation de 18FDG, une croissance tumorale accrue. 

 

IV – 3 –2. Analyses histologiques des tumeurs et des poumons en fin de 

traitement par les lipoplexes/pSecEndo 

Des études anatomopathologiques sont réalisées en fin d’essai sur des coupes des 

tumeurs et des poumons. Elles permettent de confirmer les résultats observés en imagerie 

médicale au cours de la thérapie.  

Les poumons des animaux ayant reçu les lipoplexes/pSecEndo sont soumis à des 

examens anatomopathologiques pour déceler la présence éventuelle de métastases. Aucun 

foyer métastatique ne peut être détecté microscopiquement dans les poumons de ces animaux, 

même chez le rat dont la tumeur primaire semblait échapper au traitement (Figure  R36A). 

 Au contraire, les poumons des rats témoins ont de nombreuses métastases 

pulmonaires, certaines sont même détectables macroscopiquement, dont une métastase d’un 

diamètre de 1 cm. L’étude histologique de ces métastases montre une grande similitude avec 

la tumeur primaire. Ces foyers tumoraux secondaires ont une densité cellulaire élevée et des 

zones de nécrose peuvent être détectées au centre des plus importantes métastases (Figure  

R36B).  
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Figure  R36 : Analyses histologiques des poumons en fin de traitement par les lipoplexes 

contrôles et pSecEndo. 

A : Coupe de tissu pulmonaire de rat recevant les lipoplexes/pSecEndo. (Ar  : artériole) 

(Grossissement x 50). 

B : Coupe de tissu pulmonaire de rat témoin. Région nécrotique au centre de la métastase. (N : 

Nécrose) (Grossissement x 50).  
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Des examens identiques réalisés sur les tumeurs primaires, ne montrent pas de 

différences histologiques entre les tumeurs du groupe témoin et celles du groupe recevant les 

lipoplexes/pSecEndo. Les tumeurs présentent toutes l’organisation tissulaire typique de 

l’ostéosarcome caractérisée par la présence de régions hyperprolifératives à densité cellulaire 

et mitoses élevées en périphérie, et de régions plus ou moins nécrotiques au centre de la 

tumeur. Dans ces régions nécrotiques, des microcalcifications peuvent être présentes (Figure 

R37).  

L’appréciation du pourcentage de nécrose tumorale comme indicateur de l’efficacité 

du traitement s’avère ici inutilisable, car aucune augmentation significative de la nécrose 

tumorale n’est observée après l’administration des lipoplexes/pSecEndo. On peut toutefois 

noter que toutes les tumeurs témoins envahissent le tissu musculaire voisin. Ce phénomène 

n’est pas observé pour les tumeurs des animaux traités par l’endostatine. L’endostatine semble 

prévenir ce processus.  
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Figure  R37 : Analyses histologiques des tumeurs en fin de traitement par les lipoplexes contrôle 

et pSecEndo. 

A : Coupe de tissu tumoral de rat témoin (grossissement x 50). 

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

N : Nécrose, Mc : Microcalcification 
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IV – 3 –3. Dosage de l’endostatine circulante 

Un dosage de l’endostatine plasmatique est réalisé afin de déterminer si le 

ralentissement de la croissance tumorale, la diminution de la vascularisation de la tumeur et la 

prévention de la dissémination métastatique peuvent être dues à une augmentation du taux 

d’endostatine circulante. 

L’endostatine est dosée dans le plasma de quatre rats recevant les 

lipoplexes/pSecEndo et des 3 rats témoins, 24 et 48 h après l’administration des lipoplexes 

par voie intraveineuse. Les résultats de ce dosage sont présentés sur la Figure  R38.  
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 Figure  R38 : Dosage E.I.A de l’endostatine plasmatique.  

Ce dosage est réalisé 24 et 48 h après injection intraveineuse des lipoplexes/pSecEndo et pSecTag2  

Iv  : administration par voie intraveineuse. 
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Le dosage de l’endostatine plasmatique 24 h après l’administration des lipoplexes, met 

en évidence une concentration de cette protéine légèrement supérieure pour le lot recevant les 

lipoplexes/pSecEndo par rapport au groupe témoin : les concentrations sont respectivement de 

43 et 32 ng d’endostatine/µl  ; cette différence n’est toutefois pas significative (p>0,05). Une 

diminution de 8 ng/µl du taux d’endostatine circulante est mesurée entre les temps iv + 24 h et 

iv + 48 h chez les animaux recevant les lipoplexes/pSecEndo. Cette diminution indique que 

l’administration des lipoplexes augmenterait très légèrement la concentration circulante de 

cette protéine. Les variations de la concentration d’endostatine circulante mesurée ne sont pas 

significatives (p>0,05). Ce résultat est nettement en faveur du ciblage de la vascularisation 

tumorale par les liposomes cationiques, il confirme ceux obtenus avec les liposomes marqués 

à la rhodamine et l’hypothèse d’une action locale tumorale de l’endostatine.  
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A l’issue des expériences réalisées sur le modèle animal, certaines conclusions 

concernant les gènes employés apparaissent.  

 - la TnI est inefficace à induire un retard croissance ou une diminution vascularisation 

tumorale in vivo dans le modèle tumoral que nous utilisons.  

 - l’administration de la séquence codante de l’endostatine entraîne une diminution importante 

de vascularisation tumorale, un retard de croissance tumorale mais surtout prévient la 

dissémination métastatique de l’ostéosarcome.  

 - que le traitement soit administré par voie intratumorale ou intraveineuse, un allongement de 

survie est constaté pour tous les animaux recevant les lipoplexes/pSecEndo.  

 

Les analyses statistiques réalisées pour calculer les courbes de survie des rats ayant 

reçu le traitement par voie intraveineuse montrent un allongement de survie significatif : Dans 

cette analyse, l’animal décédé à j27 n’est pas pris en compte, attendu qu’il n’est pas mort des 

suites de la progression tumorale mais d’un choc consécutif à l’injection des lipoplexes.  

 p < 0,05 (test de Mann et Whitney) (Figure  R39).  
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Figure  R39 : Analyse de la survie des animaux traités par voie intraveineuse.  

L’analyse statistique de la survie est réalisée en appliquant un test de Kaplan Meyer.  

La survie des rats traités par les lipoplexes/pSecEndo est évaluée contre celle des rats traités par les 

lipoplexes/pSecTag2. Le traitement débute à j0.  p = 0,042 

 

 

L’allongement de survie des rats traités par les lipoplexes/pSecEndo met en évidence 

la validité et l’efficacité de la thérapie génique à vecteur non viral dans le traitement de ce 

modèle d’ostéosarcome.  

Les résultats obtenus nous permettent d’envisager la poursuite de cette étude, en 

incluant un nombre plus important de rats dans les essais. 
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Le travail que nous présentons entre dans le cadre du développement des nouvelles 

approches thérapeutiques anticancéreuses. L’objectif à terme serait de mettre au point une 

stratégie de thérapie génique antiangiogénique adjuvante ou néoadjuvante des tumeurs 

solides.  

Nous avons examiné l’action antiangiogénique de deux gènes : l’endostatine et 

l’isoforme musculaire de la troponine I (TnI). Cette étude est menée in vitro sur des lignées 

cellulaires en culture et in vivo sur un modèle expérimental d’ostéosarcome de rat greffé en 

position orthotopique et connu pour être proche de la situation pathologique humaine. 

 

Dans un premier temps nous rappellerons le fait majeur issu de l’expérimentation in 

vitro : la confirmation de l’activité antiangiogénique spécifique des gènes utilisés sur des 

modèles cellulaires mimant le modèle expérimental animal. Nous exposerons ensuite les 

raisons du choix du modèle animal et de la stratégie thérapeutique employée, enfin nous 

discuterons les principaux résultats tirés de ces expériences in vivo :  

 - la TnI appliquée in vivo, se révèle inefficace à induire un retard de la croissance tumorale et 

la prévention du développement des néovaisseaux tumoraux 

 - l’endostatine  in vivo s’oppose à la dissémination métastatique  

 - l’endostatine induit une diminution de la vascularisation tumorale 

 - les liposomes cationiques administrés par voie intraveineuse permettent un ciblage tumoral 

des ADNc 

 - les techniques d’imagerie médicale sont utiles et applicables dans le suivi de la thérapie 

génique antiangiogénique 
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I. Effet des gènes utilisés in vitro sur des modèles de culture 

cellulaire 

Le but de l’expérimentation réalisée in vitro a été de valider la méthode de transfert 

des gènes sous forme complexée à des liposomes cationiques également utilisée in vivo, de 

confirmer et comparer l’action antiangiogénique des gènes étudiés. Le choix des lignées 

cellulaires et du mode de transfection ont été réalisés dans la perspective d’application de la 

stratégie thérapeutique sur un modèle animal expérimental.  

 

Afin de pouvoir comparer leur action antiangiogénique, chacun des deux gènes a été 

inséré dans le même vecteur d’expression plasmidique pSecTag2 qui possède une séquence 

permettant la sécrétion de la protéine codée par le plasmide recombinant. Une telle séquence 

permet d’amplifier l’efficacité de la transfection ; la protéine recombinante synthétisée par 

une cellule transfectée peut gagner une autre cellule cible non transfectée, et y exercer son 

action. La sécrétion des protéines recombinantes est confirmée par des techniques 

d’immunohistochimie montrant la présence des protéines endostatine et TnITag dans les 

cellules transfectées, et dans le milieu environnant. Les expériences de coculture verticale 

réalisées à l’aide de cellules d’ostéosarcome électroporées par les constructions pSecEndo et 

pSecTnITag et de cellules endothéliales capillaires confirment la sécrétion des protéines 

d’intérêt et mettent en évidence le potentiel antiangiogénique des gènes étudiés. En effet, 

l’exposition des cellules endothéliales aux clones cellulaires d’ostéosarcome sécrétant les 

protéines angiostatiques se traduit par un ralentissement significatif de la prolifération 

cellulaire. Ceci témoigne d’un taux de sécrétion, par les cellules transfectées, suffisant pour 

induire un effet inhibiteur de croissance des cellules endothéliales et de l’intégrité des 

protéines SecEndo et SecTnITag. 
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Les résultats obtenus au cours des expériences de transfert de gènes, par les lipoplexes 

sur les lignées cellulaires étudiées ont permis de mettre en évidence plusieurs points. Ces 

études confirment la spécificité de l’activité antiangiogénique de l’endostatine, démontrée 

pour la première fois par Boehm (1997), et de la TnI (Moses et al., 1999 ; Feldman et al., 

2002). La TnI tout comme l’endostatine est un inhibiteur spécifique de la prolifération des 

cellules endothéliales qu’elles soient d’origine humaine (cellules HUVEC) ou bovine (cellules 

EJG). Ces données montrent que in vitro la TnI est un inhibiteur de l’angiogenèse aussi 

spécifique et au moins aussi efficace que l’endostatine, provoquant, à concentration égale, une 

inhibition de la prolifération des cellules EJG plus importante que celle générée par 

l’endostatine. 

Le fait que la TnI comme l’endostatine, inhibe seulement la prolifération cellulaire 

stimulée par des mitogènes (b-FGF et VEGF) est mis en évidence par Moses et son équipe 

(Moses et al., 1999) puis par Feldman (Feldman et al., 2002). Ces données pourraient 

indiquer que la TnI est un agent antagoniste de ces facteurs de croissance et inhiberait la 

croissance des cellules endothéliales en entrant en compétition avec ces agents pro-

angiogéniques au niveau de leur récepteurs membranaires (Moses et al., 1999 ). De plus, cette 

hypothèse rejoint un des mécanismes d’action proposés pour l’endostatine (Sasaki et al., 

1999). Pour notre part, les résultats sont similaires puisque nous montrons que la TnI et 

l’endostatine sont in vitro des inducteurs de l’apoptose des cellules endothéliales. Ceci nous 

permet de supposer qu’appliquées au traitement de l’ostéosarcome greffable de rat, la TnI et 

l’endostatine vont toutes les deux exercer un puissant effet inhibiteur de l’angiogenèse, peut 

être selon le même mécanise d’action : par induction de l’apoptose des cellules endothéliales.  

 



 

 

 

212 

Après avoir vérifié que les gènes d’intérêt sont in vitro des inhibiteurs spécifiques de 

la prolifération des cellules endothéliales, nous avons évalué leur effet antiangiogénique sur 

un modèle orthotopique d’ostéosarome, greffé en position paratibiale chez des rats 

immunocompétents. 

 

Cet ostéosarcome greffable est issu d’une tumeur primitive induite par l’injection 

d’une solution colloïdale d’hydroxyde de 144Cérium (Allouche et al., 1980 ; Jasmin et al., 

1982). Le modèle choisi reproduit les caractéristiques métaboliques, agressives, histologiques 

et métastatiques de l’ostéosarcome humain (Jasmin et al., 1982 ; Hernigou et al., 1987 ; 

Takeshita et al., 1996).  

Les protocoles expérimentaux que nous appliquons se rapprochent de la réalité 

clinique puisque le traitement est appliqué sur des tumeurs décelables et évolutives et que les 

animaux sont imuocompétents, la réponse observée est donc proche de la réalité clinique. 

Notre modèle se distingue sur ces points d’autres études de thérapie génique dans lesquelles 

l’induction de la maladie et le traitement sont simultanés. De telles études utilisent souvent 

des cellules tumorales modifiées pour exprimer le gène d’intérêt (Ye et al., 2002 ; Shi et al,. 

2002). De plus, beaucoup d’études ont été réalisées sur des animaux présentant une 

défaillance du système immunitaire (Shi et al., 2002 ; Pukkanen et al., 2002) ce qui favorise 

la greffe de cellules tumorales. Cependant la réponse observée est modifiée par 

l’immunodéficience.  
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II. Pourquoi l’ADNc de TnI n’entraîne in vivo ni retard de la 

croissance tumorale ni modification de la vascularisation ? 

Les données obtenues après une cure de six administrations intraveineuses des 

lipoplexes/pSecTnITag aux rats porteurs d’ostéosarcome sont inattendus et très différents de 

ceux obtenus in vitro sur des cultures cellulaires. En effet les expériences de culture cellulaire 

et les résultats de Moses (1999) nous laissaient supposer que la TnI se révèlerait in vivo un 

inhibiteur de l’angiogenèse au moins aussi efficace que l’endostatine.  

Sur le modèle d’ostéosarcome de rat, nous n’avons pas pu mettre en évidence 

d’activité antiangiogénique de la TnI. En effet, aucun ralentissement de la croissance tumorale 

n’est observé pas plus qu’une diminution de la densité vasculaire tumorale en réponse au 

traitement par l’ADNc de la TnI. Ces observations sont en contradiction avec les résultats de 

Moses (1999), qui avait mis en évidence pour la première fois l’action antiangiogénique in 

vivo de la TnI ainsi que sa capacité à prévenir le développement de métastases pulmonaires 

dans un modèle de mélanome murin. 

L’absence d’efficacité thérapeutique ne peut être imputée au vecteur plasmidique 

puisque le même est utilisé dans le cas de l’endostatine et une activité antiangiogénique de la 

protéine in vivo est clairement mise en évidence. Nous ne pouvons pas non plus incriminer les 

liposomes dont nous avons montré le ciblage tumoral spécifique. Les résultats observés sont 

attribuables à la TnI elle-même. Nous proposons quelques hypothèses pour expliquer cette 

absence d’effet. 

La protéine codée par le plasmide présente un changement d’acide aminé (une 

thréonine remplace une isoleuine) par rapport à la séquence décrite par Zhu (Zhu et al., 1994). 

Ce changement de base constaté peut être dû à une erreur survenue lors du séquençage ou il 

peut s’agir d’une mutation sur le plasmide, mais ce changement n’affecte apparemment pas 
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l’activité de la protéine in vitro. Cette modification ne peut à elle seule expliquer l’absence 

d’efficacité de la TnI in vivo. Des expériences complémentaires nous permettront de 

déterminer la nature de ce changement.  

 

La TnI recombinante exprimée à partir de notre construction plasmidique est 

fusionnée à un épitope c-Myc. La présence de cet épitope pourrait faire adopter in vivo une 

structure tridimensionnelle à la protéine qui la rend inactive. L’existence d’une relation entre 

la conformation d’une protéine et son activité antiangiogénique a été mise en évidence pour 

l’endostatine (Boehm, 1999). Nous pouvons supposer qu’une telle relation existe aussi dans le 

cas d’autres protéines antiangiogéniques endogènes dont la TnI.  

D’autre part, peu d’attention a été portée sur cette isoforme de la TnI depuis les 

travaux de Moses. Seule la TnI cardiaque est étudiée de part son implication en temps que 

marqueur des atteintes cardio-vasculaires. L’homologie importante existant entre les 

isoformes musculaire et cardiaque de cette protéine permet de supposer que la TnI musculaire 

se comporte dans la circulation sanguine de manière identique à la TnI cardiaque. Giuliani a 

montré que les formes libres de la TnI cardiaque sont minoritaires et que la troponine I 

circulante est majoritairement sous forme de complexe binaire [I-T] ou ternaire [I-C-T] 

(Giuliani et al., 1999). L’implication de la TnI musculaire dans ces complexes aurait 

certainement pour conséquence de la rendre inactive.  

Le mécanisme suivant lequel la TnI musculaire exercerait son activité 

antiangiogenique reste inconnu, ainsi que l’étape de l’angiogenèse qu’elle pourrait cibler. 

Tous les inhibiteurs de l’angiogenèse n’exercent pas leur action au même stade de ce 

processus. Bergers a montré que l’endostatine a un spectre d’action assez étendu et cible à la 

fois les étapes précoces et un peu plus tardives de l’angiogenèse (Bergers et al., 1999). La TnI 

pourrait exercer son action antiangiogénique aux stades précoces de l’angiogenèse. Dans le 
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modèle décrit par Moses, la TnI est administrée 24 h après l’inoculation des cellules 

tumorales. Le fait qu’une action antiangiogénique de la TnI soit alors observée pourrait 

indiquer que cette protéine inhibe une étape précoce de l’angiogenèse, étape qui est dépassée 

lorsque nous débutons l’application du traitement. 

Des essais complémentaires sont programmés afin de confirmer les résultats obtenus 

in vivo. Un clonage de l’ADNc de la protéine sans fusion à un élément de détection (épitope 

c-Myc) peut permettre de déterminer si la fusion de la TnI à l’épitope c-Myc est responsable 

des résultats obtenus. La TnI est certes inefficace appliquée au traitement de l’ostéosarcome, 

mais elle pourrait se révéler un bon agent thérapeutique pour inhiber la vascularisation 

d’autres tumeurs. Une spécificité d’action tissulaire est constatée pour certains inhibiteurs 

(Dkhissi et al., 2003). Il se pourrait que ce soit le cas de la TnI. Une comparaison de l’effet de 

la TnI dans d’autres modèles tumoraux permettrait de confirmer l’inefficacité de la TnI in 

vivo ou d’obtenir une indication concernant la possible action tissu-spécifique de cet agent.  

Nous pouvons noter que depuis les travaux de Moses, aucun travail relatif à l’action 

antiangiogénique in vivo de la TnI n’a été publié.  

 

III. L’ADNc de l’endostatine prévient la dissémination 

métastatique et entraîne un retard de croissance tumorale in 

vivo  

 

Outre un ralentissement, voire dans certains cas une inhibition totale, du 

développement tumoral, le résultat essentiel obtenu lors de ces essais employant l’ADNc de 

l’endostatine comme agent antiangiogène, est la prévention de la dissémination métastatique. 

Ce phénomène est uniquement observé pour les animaux qui ont reçu les 
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lipoplexes/pSecEndo, et ce indépendamment de la voie d’administration. Au contraire, de 

nombreuses métastases pulmonaires sont détectées macroscopiquement et microscopiquement 

chez tous les rats témoins. 

Cette protection contre la dissémination métastatique pourrait s’expliquer par la 

différence de volume tumoral existant entre les rats traités et témoins. Cependant, il faut noter 

que tous les rats recevant les lipoplexes/pSecEndo ne présentent pas de régression ou de 

ralentissement de la croissance tumorale. Certains animaux semblent échapper au traitement 

et présentent des tumeurs dont l’évolution est assez comparable à celle des tumeurs des rats 

témoins, pourtant aucune métastase pulmonaire n’est détectée chez ces animaux. Diverses 

hypothèses peuvent être émises pour expliquer cette absence de foyer métastatique.  

Lorsque la thérapie est administrée par voie intratumorale, des cellules tumorales 

incorporent les lipoplexes et maintiennent au niveau de la tumeur un taux d’expression 

d’endostatine suffisamment élevé pour empêcher la mise en place de nouveaux vaisseaux, 

provoquer un accroissement de la nécrose tumorale et prévenir la dispersion métastatique des 

cellules tumorales. L’effet observé est dans ce cas imputable à l’action locale de l’endostatine 

produite par les cellules tumorales qui se combine à l’effet de l’endostatine délivrée par les 

lipoplexes dans les cellules endothéliales.  

L’utilisation des liposomes comme vecteurs de gènes apparaît comme la méthode de 

transfection la plus sûre in vivo ; il a toutefois été montré que leur administration par voie 

intraveineuse initie une production importante de cytokines pro-inflammatoires (Whitmore et 

al. 1999 ; Tan et al., 1999). Cette production et due en grande partie aux motifs CpG non 

méthylés présents sur le plasmide produit par des bactéries. Ces motifs CpG non méthylés 

entraînent la reconnaissance de l’ADN bactérien comme élément étranger (Krieg et al., 1995) 

et la production en réponse de cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines (TNFα, IFNγ, Il-

12 entre autres) vont activer une réponse immunitaire et sont responsables d’un puissant effet 
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antitumoral chez la souris (Whitmore et al., 1999 ; Dow et al., 1999). Ces auteurs pensent 

que, dans une certaine mesure, l’inhibition de la croissance tumorale observée lors de 

l’application de la thérapie génique est due à l’activation de la réponse immunitaire. Les 

réponses thérapeutiques observées seraient dues en partie à cette réponse immunitaire induite 

par l’introduction dans l’organisme d’ADN bactérien. 

Dans nos études nous pouvons dire que la réponse immunitaire obtenue en réaction à 

l’injection de lipoplexes n’est pas suffisante pour induire ni pour expliquer le retard de 

croissance et surtout l’inhibition de la dissémination métastatique observée au cours du 

traitement par l’ADNc d’endostatine. En effet, les animaux témoins reçoivent eux aussi les 

mêmes quantités d’ADN plasmidique produit par des bactéries, que les rats traités par 

l’endostatine, ils vont présenter la même réaction immunitaire. Pourtant chez ces animaux les 

tumeurs évoluent normalement. Ceci indique clairement que la réponse des cytokines ne peut 

expliquer l’inhibition de la dissémination métastatique observée pour les animaux recevant les 

lipoplexes/pSecEndo. Cette prévention est le résultat de la seule activité angiangiogénique de 

l’endostatine. O’Reilly a le premier mis en évidence les capacités de l’endostatine à réduire la 

croissance tumorale et prévenir la dispersion métastatique (O’Reilly et al., 1997). De 

nombreuses études de thérapie génique menées en utilisant l’ADNc de l’endostatine dans 

divers vecteurs viraux, ou non , présentent les mêmes résultats (Sauter et al., 2000 ; Jin et al., 

2001 ; Li et al., 2003).  

Au cours de cette étude une question s’est posée : une augmentation du taux 

d’endostatine circulante pourrait elle expliquer la prévention de la dissémination 

métastatique ?  

L’endostatine produite par les cellules endothéliales transfectées gagnerait par voie 

sanguine des organes cibles tels que les poumons et y jouerait là son rôle protecteur du 

développement métastatique. Afin de vérifier cette possibilité nous avons dosé l’endostatine 
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circulante et nous n’avons pas pu mettre en évidence l’augmentation du taux d’endostatine 

plasmatique au cours du traitement par voie intraveineuse. Ce résultat est également rapporté 

par d’autres équipes utilisant des techniques de transfert liposomales ou virales (Feldman et 

Libutti, 2000b ; Jouanneau et al., 2001). Ces études ont en commun le fait de ne pas avoir 

d’endostatine circulante augmentée mais d’induire un retard de la croissance tumorale.  

Dans une expérience similaire, Chen a pû mettre en évidence une élévation significative de 

l’endostatine circulante après administration intraveineuse de lipoplexes (Chen. et al., 2000). 

Chen postule que cette augmentation d’endostatine sérique est due à l’injection intraveineuse 

des lipoplexes et est en partie responsable de la régression tumorale qu’il obtient. Feldman a 

montré peu après Chen, que les taux d’endostatine circulante ne sont pas plus élevés après 

traitement et que la réduction tumorale est un effet direct du ciblage des lipoplexes sur les 

vaisseaux tumoraux (Feldman et Libutti, 2000b). Nos résultats rejoignent les conclusions de 

Feldman. De plus, nous pensons que l’existence de nombreuses enzymes capables de 

dégrader rapidement l’endostatine est aussi une raison expliquant l’absence d’augmentation 

de l’endostatine circulante (Ferreras et al., 2000). Nous pouvons donc supposer que si de 

l’endostatine est libérée dans le plasma elle est dégradée rapidement avant de pouvoir gagner 

d’autres organes et d’y exercer son effet protecteur.  

Nos résultats indiquent que l’endostatine agit au niveau de la tumeur primaire : en 

inhibant la mise en place de la néovascularisation tumorale, elle prive les cellules tumorales 

de leur principale voie de dissémination, et les empêche de quitter la tumeur primaire et de 

former des foyers métastatiques. L’absence de métastases au terme du traitement est un bon 

indicateur de l’efficacité de la thérapie génique antiangiogénique utilisant l’ADNc 

d’endostatine. 
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Si l’endostatine prévient la dissémination métastatique chez tous les rats recevant les 

lipoplexes/pSecEndo, des différences sont notées quant à l’évolution de la tumeur primaire. 

Elles peuvent être expliquées par le fait qu’au moment de la greffe tumorale, certains 

fragments tissulaires ont une capacité proliférative plus importante que d’autres, à cause de 

l’hétérogénéité du tissu tumoral. Ces greffons prolifèrent plus vite et mettent en place une 

vascularisation un peu plus tôt que les autres tumeurs. L’endostatine est donc moins efficace à 

ralentir la croissance tumorale. Nous pouvons supposer que lorsque le traitement est débuté, 

les tumeurs de certains rats ont dépassé un stade nommé « fenêtre de plasticité ». Ce terme 

désigne le délai existant entre la formation des vaisseaux par les cellules endothéliales et la 

mise en place de la paroi vasculaire autour des néo-vaisseaux et durant lequel les cellules 

endothéliales, sont plus sensibles aux agents antiangiogéniques (Benjamin et al., 1998). 

Lorsque le traitement débute et que la vascularisation tumorale est encore immature, 

l’endostatine cible plus facilement les cellules endothéliales et possède une plus grande 

efficacité. Cela se traduit par une diminution de la vascularisation tumorale et entraîne un 

retard de croissance de la tumeur important et une plus forte apoptose tumorale.  

Au contraire si le traitement débute lorsque certains vaisseaux ont déjà mis en place la 

protection par les péricytes, l’action de l’endostatine est moins efficace. Les effets de la 

thérapie sont moins visibles, ce qui correspond à certaines progressions tumorales que nous 

avons obtenu. Ceci indique la nécessité d’appliquer le traitement antiangiogénique avec 

l’endostatine dès le début de la croissance tumorale. Nos résultats sont confortés par ceux de 

Bergers qui montre que l’endostatine a un effet antiangiogénique plus puissant quand on cible 

les tumeurs au début de leur expansion (Bergers et al., 1999). Cette fenêtre de plasticité 

fournit une « fenêtre thérapeutique », au cours de laquelle le ciblage des vaisseaux immatures 

est idéal (Bergers et al., 2003). En effet, pendant ce laps de temps, il est possible d’inhiber à la 

fois la prolifération des cellules endothéliales et d’empêcher la mise en place des péricytes. 
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Bergers a récemment montré que l’association de deux agents l’un inhibiteur du récepteur du 

PDGF (le SU6668) et l’autre inhibiteur de VEGFR (le SU5416) entraîne une régression 

tumorale plus importante que lorsque chaque agent est utilisé séparément (Bergers et al., 

2003). Ceci laisse entrevoir de nouvelles orientations pour la thérapie génique 

antiangiogénique associant l’inhibition des cellules endothéliales à des agents ciblant les 

péricytes. 

IV. L’ADNc de l’endostatine induit in vivo une diminution de la 

vascularisation tumorale  

 

L’efficacité d’un traitement antiangiogénique est certes évaluée par sa capacité à 

ralentir la croissance tumorale et empêcher le développement des métastases, mais la fonction 

première d’un tel agent est de réduire la vascularisation tumorale. Nous nous sommes donc 

intéressé à l’effet de l’endostatine sur la densité vasculaire de la tumeur. 

Une des caractéristiques du réseau vasculaire tumoral est sa structure chaotique : les 

vaisseaux tumoraux sont de diamètre irrégulier, les petits vaisseaux surnuméraires et 

immatures peuvent être regroupés dans des régions et laisser certaines zones privées de toute 

vascularisation. Cette organisation, que nous retrouvons dans les tumeurs témoins pourrait 

s’expliquer par l’existence d’un déséquilibre entre les facteurs pro et antiangiogéniques (Jain, 

2001). Les effets de l’endostatine sur la vascularisation tumorale se traduisent par une 

diminution de la densité vasculaire observée à la périphérie de la tumeur, région normalement 

la plus vascularisée. Les vaisseaux sont de diamètres plus réguliers que dans les tumeurs 

témoins, les capillaires surnuméraires ont disparu sous l’effet de l’endostatine. Nos résultats 

indiquent que l’endostatine inhiberait la mise en place de ces capillaires surnuméraires, la 

vascularisation de la tumeur est diminuée lui permettant d’évoluer mais plus lentement. Ceci 
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expliquerait le ralentissement de croissance tumorale observé à la place de la régression totale 

attendue (Hlatky et al.,2002). 

Si in vitro nous avons pu induire l’apoptose des cellules endothéliales à l’aide de 

l’endostatine, in vivo nous n’avons pas constaté d’augmentation des cellules endothéliales 

apoptotiques. Par contre une augmentation des cellules tumorales apoptotiques conséquente à 

la diminution de la vascularisation est mise en évidence. En empêchant la mise en place de 

nouveaux vaisseaux, l’endostatine induit de manière indirecte l’apoptose des cellules 

tumorales, comme déjà observé par plusieurs équipes (Sauter et al., 2000 ; Griselli , 2000).  

  

Toutefois, l’absence de cellules endothéliales apoptotiques génère des interrogations 

quant au mode d’action de l’endostatine. Dans une application de thérapie génique 

antiangiogénique similaire à notre étude une équipe a mis en évidence des effets 

thérapeutiques similaires à ceux que nous rapportons : une inhibition importante de 

l’angiogenèse tumorale, une induction de l’apoptose des cellules tumorales ainsi qu’une 

diminution de la densité vasculaire (Li et al., 2003). D’après nos résultats et ceux du groupe 

de Li, il semble que l’endostatine soit in vivo plus un inhibiteur de la prolifération et de la 

migration des cellules endothéliales qu’un inducteur de la mort cellulaire. Cette activité n’est 

pas en contradiction avec les mécanismes d’action proposés pour l’endostatine. L’endostatine 

est certes décrite comme un inducteur de l’apoptose des cellules endothéliales, mais elle 

possède également une action inhibitrice sur la migration des cellules endothéliales (Dhanabal 

et al., 1999, Schichiri et Hirata, 2000). 

Des études complémentaires sont en cours afin de rechercher le mode d’action in vivo 

de l’endostatine. 

 

Ces derniers temps l’endostatine se retrouve au centre d’un débat (Marshall, 2002). 
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En effet, certaines équipes (Tanaka et al., 1998 ; Chen et al., 2000 ; Pawliuk et al., 

2002) n’ont pas réussi à obtenir de régression tumorale partielle ou complète comme cela a 

été démontré par Folkman sur un modèle de carcinome pulmonaire de Lewis (O’Reilly et al,. 

1994 ; Boehm et al., 1997). Dans une étude réalisée sur un modèle de lymphome murin 

Eisterer met en évidence une absence d’effet thérapeutique, les tumeurs ne régressant pas 

alors qu’une augmentation de l’endostatine plasmatique est décelée (Eisterer et al., 2002). Ces 

résultats amènent ces équipes à remettre en question l’efficacité de l’endostatine.  

Nous pensons que ces résultats pourraient s’expliquer par la possibilité qu’ont 

certaines tumeurs, telles que les mélanomes, à former des néovaisseaux sanguins, non pas à 

l’aide de cellules endothéliales mais en utilisant des cellules tumorales dont le rôle est de 

permettre la vascularisation de la tumeur (Maniotis et al., 1999 ; Chang et al., 2000). Si cette 

théorie a été sujette à contreverse, de plus en plus de faits montrent que d’autres tumeurs 

peuvent mettre en place cette pseudo vascularisation (Hendrix et al., 2003). Les néovaisseaux 

sont alors composés d’une mosaïque de cellules endothéliales et tumorales, rendant toute 

thérapie antiangiogénique beaucoup moins efficace voire totalement inefficace. Il serait 

intéressant de déterminer la présence ou non de ces vaisseaux dans l’ostéosarcome greffable 

du rat ; ce critère pourrait nous permettre d’adapter au mieux le traitement à appliquer.   

 

Les résultats obtenus lors de nos travaux mettent en évidence la possibilité d’utiliser 

l’endostatine sous forme de thérapie génique dans le traitement de l’ostéosarcome. Si nous 

n’obtenons pas de régression totale de la tumeur pour tous les animaux traités, nous sommes 

en mesure de prévenir la mise en place des métastases pulmonaires, qui dans le cas de 

l’ostéosarcome sont responsables de 80% des décès (Estlin, 2002). Un tel résultat met en 

valeur les capacités de la thérapie génique antiangiogénique appliquée en traitement 

néoadjuvant de la chirurgie de l’ostéosarcome. 
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V. Les liposomes cationiques administrés par voie 

intraveineuse permettent un ciblage tumoral des ADNc 

 

Le choix d’appliquer une thérapie génique non virale repose sur la plus grande sécurité 

d’utilisation de ces vecteurs. De plus, l’application intraveineuse de la thérapie génique 

antiangiogénique implique l’utilisation de vecteurs possédant une affinité élevée pour les 

vaisseaux tumoraux, ce qui est le cas des liposomes cationiques développés par Munich 

Biotech AG et dont nous nous servons. L’absence d’augmentation du taux d’endostatine 

circulante après administration intraveineuse des lipoplexes confirme le ciblage spécifique des 

néovaisseaux tumoraux par les liposomes mis en évidence par l’étude de leur biodistribution 

dans notre modèle expérimental animal. Thurston et plus récemment Krasnici montrent que 

l’accumulation de ces liposomes cationiques et lipoplexes est 3,3 fois plus importante dans la 

tumeur que dans les tissus musculaires environnants (Thurston et al., 1998 ; Krasnici et al., 

2003).  

Le ciblage spécifique de la tumeur par les liposomes et le fait que nous n’observons 

pas d’augmentation de l’endostatine sérique sont des arguments en faveur de l’administration 

intraveineuse de la thérapie génique utilisant des vecteurs de gènes spécifiques de tumeurs, 

limitant le risque de diffusion dans l’organisme la protéine antiangiogénique et la perturbation 

des processus normaux de l’angiogenèse qui en résulteraient (Dixelius et al., 2002).  
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VI. Apport de l’imagerie médicale dans le suivi du traitement 

antiangiogénique 

 

Au cours de nos études, l’utilisation de méthodes d’imagerie médicale a permis un 

meilleur suivi de la réponse tumorale au traitement. Les deux techniques utilisées sont basées 

sur la fixation de traceurs radiomarqués, l’un étant un indicateur de l’état métabolique de la 

tumeur, l’autre de la vascularisation.  

Le développement de ces techniques devrait permettre une meilleure estimation du 

volume tumoral et de la vascularisation tumorale avant le début du traitement des animaux. 

L’évaluation de la vascularisation de la tumeur avant traitement pourrait être un indice quant à 

la réponse au traitement que l’on peut attendre. Les deux méthodes d’imagerie (PET Scan et 

angioscintigraphie) sont complémentaires, comme le montre l’évolution parallèle des 

fixations tumorales de 18FDG et de 99mTc que nous observons, confirmant l’interdépendance 

des deux paramètres surveillés : métabolisme et vascularisation de la tumeur.  

Ces techniques ont une utilité dans le suivi de la réponse au traitement. Elles 

permettent de prévoir la réponse tumorale au traitement appliqué. En effet, des changements 

biologiques et métaboliques se manifestent plus tôt en réponse au traitement que des 

changements morphologiques, c’est à dire qu’une évolution du volume tumoral (Brenner, 

2003). 

Si l’angioscintigraphie est une méthode moins résolutive que le PET Scan, elle est 

toutefois utile dans le suivi des thérapies antiangiogéniques. Tout comme pour le 

métabolisme, des changements dans la vascularisation tumorale se produisent avant tout 

changement dans le volume de la tumeur. La thérapie antiangiogénique appliquée avec un 

agent tel que l’endostatine va inhiber la croissance des cellules endothéliales avant celle des 

cellules tumorales, une diminution de la vascularisation se produit donc avant une diminution 
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du volume. De la même manière une évolution du métabolisme tumoral se produit et est 

détectable par le PETScan avant tout changement morphologique de la tumeur.  

Les images obtenues grâce à ces deux techniques nous permettent d’adapter le 

protocole thérapeutique et de déterminer s’il est efficace ou non et le cas échéant de changer 

l’orientation thérapeutique en cours de traitement. Des améliorations peuvent être apportées. 

Elles concernent essentiellement l’angioscintigraphie puisque de précédentes études ont 

permis de fixer les conditions optimales à la réalisation de l’examen de tomoscintigraphie au 

18FDG pour les rats (Monteil, communication personnelle).  

 

Les résultats obtenus au terme de ce travail ouvrent des voies pour de nouvelles 

études.  

Nous avons évalué les gènes de l’endostatine et de la TnI, mais dans ce modèle 

d’ostéosarcome l’endostatine est-elle l’agent antiangiogénique le plus efficace ? 

Dernièrement, a été rapportée pour l’endostatine une différence d’efficacité suivant le modèle 

tumoral (Dhkissi et al., 2003). Une comparaison de l’efficacité de l’endostatine par rapport à 

d’autres gènes antiangiogéniques nous apparaît donc pertinente.  

Nous avons évalué la thérapie génique antiangiogénique comme seul traitement de 

l’ostéosarcome. Une association de thérapie génique antiangiogénique et de chimiothérapie ou 

radiothérapie pourrait présenter des résultats intéressants. En effet, le groupe de Shi a montré 

que l’endostatine pouvait entrainer une meilleure réponse à la radiothérapie dans un modèle 

de concer de colon (cellules HT29) (Shi et al., 2003). L’endostatine pourrait, dans le cas de 

l’ostéosarcome, potentialiser l’effet de la radiothérapie. 
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Le transfert du gène de l’endostatine sous forme complexée à des liposomes est 

efficace. Le traitement de rats porteurs d’un ostéosarcome à l’aide de ces lipoplexes injectés 

par voie intratumorale ou intraveineuse entraîne le ralentissement de croissance tumorale et la 

prévention de la dissémination métastatiques comme conséquences de le diminution du réseau 

vasculaire tumoral.  

Depuis la mise en évidence de l’implication de l’angiogenèse dans le processus tumoral 

(Folkman, 1971), l’intérêt accordé à ce processus n’a cessé de grandir. Les meilleures 

connaissances de ce mécanisme et des agents régulateurs impliqués permettent l’amélioration 

des stratégies antiangiogéniques.  

Toutefois, il est de plus en plus évident que le ciblage d’une étape de l’angiogenèse est 

insuffisant pour inhiber ce processus complexe et induire à lui seul la régression totale de la 

tumeur. Des thérapies combinées impliquant des inhibiteurs de l’angiogenèse sont à l’étude. 

Une de ces association qui est dores et déjà en phase d’essais cliniques consiste à cibler les 

cellules endothéliales et les cellules tumorales, en associant l’antiangiogenèse à la 

chimiothérapie conventionnelle ou la radiothérapie (O’Reilly, 2002).  

On peut également multiplier les cibles de la thérapie antiangiogénique. 

Des associations d’inhibiteurs impliqués dans des étapes différentes de l’angiogenèse 

permettraient de la réduire davantage. Une des associations possibles combine un inhibiteur 

des étapes précoces de l’angiogenèse (type endostatine) à un agent empêchant le recrutement 

des pericytes par les cellules endothéliales. Cette association, qui maintient les vaisseau dans 

un état immature et les rend donc plus sensible aux composés antiangiogéniques, a récemment 

produit des résultats encourageants (Bergers et al., 2003). L’idéal serait de combiner 

l’endostatine à des composés visant à détruire les récepteurs endothéliaux à la sphingosine 1 

phosphate impliqués dans la migration des pericytes.  
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Communication réalisée au GETO (Octobre 2003) 
 
 
Essai de thérapie génique antiangiogénique sur l’ostéosarcome greffable de rat par 
administration intraveineuse du gène de l’endostatine. 
 
A. DUTOUR, F. FIORENZA, H. CHABLE, J. MONTEIL, K. NAUJOKS*, 
JL. CHARISSOUX, M. RIGAUD 
CHU DUPUYTREN, LIMOGES, France 
MUNICH BIOTECH AG, MUNICH, Allemagne* 
 
Introduction : L’ endostatine est une protéine de 20 kDa issu du fragment C-terminal du 
collagène 18. C’ est un inhibiteur spécifique de la prolifération des cellules endothéliales in 
vitro et un inhibiteur de l’angiogénèse et de la croissance tumorale in vivo. Les liposomes sont 
des vecteurs non viraux donc sans risques, utilisables pour le transfert de gènes in vivo. 
 
But de l’étude: démontrer  l’efficacité thérapeutique d’une nouvelle méthode de thérapie 
génique antiangiogénique utilisant un complexe liposome- ADNc endostatine (lipoplexe 
endostatine) dans le traitement de l’ostéosarcome expérimental de rat. 
 
Méthodes : Les tumeurs étaient greffées sur des rats Sprague Dawley de 3 semaines en 
position paratibiale après avivement du périoste. Après 10 jours, les rats dont les tumeurs 
étaient détectables cliniquement étaient évaluées au PET- SCAN (18FDG) et répartis en 2 
groupes : un groupe témoin et un groupe traité par l’endostatine. Le traitement était administré 
par voie intraveineuse tous les deux jours pendant 4 semaines (240 µg d’ADNc endostatine). 
La réponse au traitement a été évalué selon plusieurs critères : contrôle local (volume 
tumoral), recherche des métastases, étude de la survie. Un suivi par imagerie au PET-Scan a 
été réalisé ainsi qu’une analyse anatomopathologique systématique. 
 
Résultats : Il existait un meilleur contrôle local de la tumeur pour le groupe traité par 
l’endostatine (p < O,O5) avec dans certains cas une régression spectaculaire des tumeurs.  Ce 
groupe constituait les survivants à long terme comparé au groupe témoin où la mortalité était 
de100% ( p < O,O5). L’ étude au PET Scan montrait une activité métabolique réduite au 
niveau des tumeurs traitées. A l’étude anatomopathologique finale, on notait une absence de 
métastases ou de micrométastases pulmonaires pour le groupe traité par l’endostatine contre 
80% de survenue de métastases pulmonaires pour le groupe témoin. 
 
Conclusion : Ces résultats préliminaires montrent que le complexe liposome - ADNc 
endostatine constitue une alternative efficace dans le traitement de l’ostéosarcome greffable 
de rat. Ces résultats prometteurs posent la question de l’utilisation de cette méthode de 
thérapie génique antiangiogénique comme traitement adjuvant sur l’ostéosarcome humain.  
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Communication effectuée au CTOS (Novembre 2003) 
 
 
TREATMENT OF EXPERIMENTAL OSTEOSARCOMA IN RATS USING  CDNA 
ENDOSTATIN CATIONIC LIPOSOME COMPLEXES 
A. Dutour, F. Fiorenza, H. Chable, J. Monteil, C Kaletta, J.L. Charissoux, K. Naujoks ,M. 
Rigaud 
Dupuytren Teaching Hospital, Limoges, France 
Munich Biotech AG, Munich, Germany 
Purpose : 
The authors demonstrate the therapeutic capacity of the endostatin DNA complexed to 
cationic liposomes on a rat osteosarcoma model in rats. 
 
Background data: 
Endostatin is an angiogenesis inhibitor produced by hemangioendothelioma. It is a 20 
kDa C-terminal fragment of collagen XVIII. Endostatin specifically inhibits endothelial 
proliferation and potently inhibits angiogenesis and tumour growth. Liposomes-DNA 
complexes are non viral vectors that can be used for in vivo transfer of  cDNA endostatin 
gene. 
 
Methods: 
Tumours were generated by grafting 5-6 mm3 of fresh tumour tissue at the medial 
surface of the shin bone of Sprague dawley rats. After 10 days, rats with osteosarcoma 
were distributed in 2 groups of 6 rats chosen in an unpredictable way. Rats from group 1 
received intravenous  injections three times a week for 4 weeks of  1,2 ml solution of 
cationic liposomes (DOTAP:Chol) bearing the pSecTag 2/endostatin gene (240 µg of 
cDNA) . Rats from group 2 received an injection of the same solution without the 
endostatin gene. Clinical response to treatment was assessed by tumour volume 
evaluation, rate of metastasis, survival, positon emission tomography studies and 
histologic analysis of tumour and lung sections. 
 
Results 
The endostatin group was compared to the control one  and clearly showed a better 
survival rate at 5 weeks with no death (p< 0.05), complete inhibition or slow 
development of tumour volume and decreased pet scan radioactivity integration regarding 
tumour evolution. In particular,there was no lung metastasis for the endostatin group 
compared to 80% for the control group . 
Conclusions: 
These preliminary results indicate that a liposome DNA vector containing the endostatin 
cDNA gene is effective in treating established osteosarcoma in these short animal series.. 
It raises the possibility of using this method of antiangiogenic gene therapy eventually for 
clinical trials for patients with osteosarcoma . It could represent a good adjuvant therapy 
when associated to standard protocols for these patients.  
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