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1. Introduction

Une tumeur maligne est une grosseur liée a une accumulation de cellules anormales qui va
avoir tendance a grossir et envahir les tissus avoisinants, mais aussi a migrer vers d’autres
organes a distance sous forme de métastases.

Les tumeurs ne se développent pas de fagon isolée mais ont besoin systématiquement de
leur microenvironnement avec lequel elles sont en constante interaction biochimique.

Mais a la différence d’un tissu normal ou le dialogue entre les cellules et leur
microenvironnement a pour but de maintenir une homéostasie, dans un tissu tumoral les
cellules ont acquis via des altérations génétiques un phénotype les rendant agressives vis a vis
de leur microenvironnement. Elles remodéelent ainsi leur stroma afin de le rendre permissif,
d’en obtenir le soutien nécessaire pour grossir localement et envoyer a distance des cellules

tumorales qui vont pouvoir donner secondairement des métastases.

C’est d’ailleurs a la base de la théorie de Stephen Paget expliquant le mode de
dissémination métastatique des différentes tumeurs qui pour s’implanter dans un organe a
distance ont besoin d’une adéquation entre la cellule tumorale (« seed ») et un
microenvironnement ou stroma favorable (« soil »). En effet la dissémination métastatique ne
se fait pas au hasard mais uniquement lorsqu’il existe une affinité entre la cellule tumorale et

son microenvironnement. (1,2)

I1 existe donc clairement un dialogue biochimique entre les cellules cancéreuses et leur
stroma afin de permettre la croissance et la dissémination des tumeurs.

La croissance d’une tumeur entraine une augmentation de son volume qui se fait donc
aux dépends des tissus environnants au sein desquels elle se développe; ainsi la question est

de savoir si dans ce processus de croissance tumorale il existe, en plus du dialogue



biochimique, des interactions mécaniques entre la tumeur et son environnement (ou la cellule
tumorale et son microenvironnement) liées a cette compétition dans 1’espace.
Ce dialogue mécanique est connu et intervient d’ailleurs déja de fagon physiologique dans le

maintien de I’homéostasie des tissus. (3)

Par exemple le tube digestif est soumis de fagon physiologique a des forces
mécaniques macroscopiques (péristaltisme, contractions segmentaires) et microscopiques
(mouvements et contractions des villosités intestinales) assurant le transit intestinal. (4—7)

Ces forces mécaniques peuvent étre responsables de modifications épithéliales
(comme la prolifération ou la migration cellulaire nécessaires a la cicatrisation) ou non
épithéliales (cellules entérochromaffines, endothéliales, musculaires lisses, inflammatoires,

nerveuses ou macrophages). (8—10)

En ce qui concerne les tumeurs, celles-ci sont également naturellement soumises a des
forces mécaniques lors de leur développement car elles doivent se faire de la place au sein

d’un environnement confiné représenté par les tissus sains environnants.

Certains auteurs ont d’ailleurs montré dans leurs expériences utilisant des modéeles
murins et humains que les tumeurs au cours de leur développement accumulaient une tension
interne, un « stress » mécanique li¢ aux tissus environnants. En effet la section de tumeurs
venant tout juste d’étre réséquées, donc plus sous la contrainte mécanique des tissus
avoisinants, montraient une relaxation de celles-ci, témoin d’une tension ou d’un « stress »

interne emmagasiné lors de leur croissance. (11)
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Figure 1.1. Relaxation de tumeurs excisées témoin d’un stress interne. (11)

I1 existe 2 types de stress appliqués sur une tumeur en développement qui sont le stress

dit « liquide » et le stress dit « solide ».

Le stress « liquide » est exercé par les différents fluides ou liquides et entraine une
augmentation de la pression interstitielle de fagon isotropique au sein de la tumeur. Cette
pression interstitielle est globalement uniforme au sein des tumeurs mais chute brutalement a
leur périphérie créant un gradient de pression expliquant les échanges liquidiens entre la
tumeur et son microenvironnement. (12,13)

Ceux-ci permettraient le transport de facteurs de croissance vers la tumeur nécessaire a
sa croissance mais aussi, dans le sens inverse, a la dissémination de cellules tumorales vers
des organes a distance via les vaisseaux sanguins et lymphatiques du stroma. Ces échanges
de fluides se font majoritairement a la périphérie des tumeurs car au niveau de leur centre il
existe une compression des vaisseaux sanguins et lymphatiques augmentant la pression
interstitielle et réduisant les flux sanguins, ce qui entraine une hypoxie favorisant la

progression tumorale, I’immunosuppression, I’inflammation, la dissémination métastatique



par invasion et réduisant 1’efficacité des différentes thérapeutiques (chimio-, radio- et
immunothérapie). (14-22)

C’est pourquoi certaines chimiothérapies dites « anti-angiogéniques » s’attachent a
normaliser les vaisseaux sanguins intra-tumoraux afin de diminuer la pression interstitielle et
favoriser I’acheminement des drogues de chimiothérapie dans les tumeurs pour en améliorer

I’efficacité. (23-25)

Abnormal i Inadequate

Figure 1.2. Normalisation des vaisseaux tumoraux avec anti-angiogéniques. (23)

Le stress « solide » est li¢ a la pression exercée par les tissus normaux avoisinants au
cours du développement d’une tumeur. Une partie de ce stress solide est en lien direct avec
les forces exercées sur la tumeur qui se développe au sein des tissus normaux avoisinants,
mais une autre partie de ce stress solide est emmagasiné dans les cellules et la matrice
extracellulaire de la tumeur et donc persiste mais aprés excision de celles-ci (supprimant ainsi
les forces directes extérieures exercées par les tissus sains autour), c’est le stress dit
« résiduel ». Il est responsable de la compression des vaisseaux sanguins et lymphatiques

(structures les plus compliantes) amenant a I’hypoxie et a ’hyperpression interstitielle



favorisant la progression tumorale et la résistance aux différents traitement anti cancéreux
comme €évoque auparavant.

La suppression des myofibroblastes, pour certains, diminuerait en partie ce stress
résiduel supportant le fait qu’en plus du stress interne induit par le développement d’une
tumeur au sein de tissus sains avoisinants se superposerait une contrainte exercée par les

cellules activées du microenvironnement. (11)

La question est de savoir ainsi pourquoi une tumeur compresse ses vaisseaux sanguins

et lymphatiques alors qu’elle en a besoin pour se développer ?

Peut-étre parce qu’en faisant cela les tumeurs réduiraient I’accés aux cellules
immunitaires, échappant ainsi a la réponse immunitaire de 1’hote; aussi cela sélectionnerait un
phénotype de cellules cancéreuses plus agressives capables de survivre dans un

environnement plus hostile. (26,27)

En effet méme si encore quelques cellules immunitaires peuvent pénétrer la tumeur,
les conditions d’hypoxie et d’acidité (secondaires a I’hypoperfusion particulierement au

centre de la tumeur) peuvent altérer leur potentiel de défense. (28)

L’hypoxie au centre de la tumeur a le potentiel de changer les macrophages résiduels
dans la tumeur en cellules cancéreuses. Egalement, en réponse a 1I’hypoxie, il se produit une
surexpression de facteurs de croissance (VEGF, TGF-béta) qui bloquent 1’activité des
macrophages et des lymphocytes et stoppent la maturation des cellules dendritiques

présentatrices d’antigenes. (29)



Enfin ces conditions d’hypoxie et d’acidité du stroma sélectionnent des cellules
cancéreuses plus agressives résistantes a I’apoptose et a I’autophagie et ayant tendance a plus

disséminer vers des organes distants. (30)

Ainsi il existe donc clairement en plus du dialogue biochimique entre les cellules et
leur microenvironnement un dialogue mécanique ; la question subsidiaire est donc de savoir si
dans un contexte tumoral ces forces mécaniques ont tendance a freiner I’évolution tumorale

locale et générale ou au contraire a la favoriser ?

In vitro, certains ont montré que I’application d’une pression mécanique externe (a
I’image d’un stress solide supplémentaire) sur des sphéroides tumoraux inhibait la croissance
tumorale en diminuant la prolifération cellulaire et en augmentant I’apoptose. (31)

Mais pour d’autres ce stress mécanique pourrait augmenter 1’invasion des cellules

cancéreuses et donc favoriser la progression tumorale. (32)

Drailleurs dans I’histoire au XVIIIéme siécle la compression mécanique a été utilisée
tout d’abord comme traitement des tumeurs avec des résultats contrastés et parfois opposés en

fonction du type de tumeur et de compression. (33—37)

En effet la compression mécanique amplifie le phénomene qui se produit
naturellement lors du développement tumoral en lien avec la pression effectuée par les tissus
sains avoisinants. Il existe, comme nous 1’avons évoqué précédemment, une compression des
vaisseaux sanguins et lymphatiques réduisant I’apport d’oxygeéne aux cellules du centre de la
tumeur entrainant une hypoxie et donc le déclenchement de 1’apoptose. (38) Si la tumeur veut

survivre et reprendre sa croissance elle doit donc activer, modifier son microenvironnement



afin de le rendre plus permissif. (39) Cela passe donc par la dégradation de la lame basale qui
sépare la tumeur de son stroma autorisant ainsi un dialogue biochimique entre eux. Cela
permet aussi le remodelage de la matrice extracellulaire avec le recrutement de macrophages,

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et I’activation de fibroblastes. (40,41)
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Figure 1.3. Dialogue moléculaire entre cellules cancéreuses et cellules du

microenvironnement tumoral. (41)

Cette dégradation de la lame basale et la modification du stroma sont a 1’origine du
phénomene d’intravasation, préambule nécessaire a la dissémination métastatique par la
migration de cellules tumorales dans la circulation sanguine grace aux cellules du stroma
modifié permettant la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales. (42,43)
Une fois dans la circulation sanguine les cellules tumorales devront en sortir, et a nouveau
activer le stroma d’organes a distance de la tumeur primitive selon un processus inverse de
transition épithélio-mésenchymateuse pour s’y développer et donner naissance a des

métastases. (44,45)
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Il existe donc clairement en plus de ’altération génétique des cellules aboutissant a
une hyperprolifération cellulaire et une modification du cycle cellulaire « physiologique »
créant des tumeurs, une interaction biochimique mais aussi mécanique entre les cellules et

leur stroma qui a un rdle dans I’évolution locale et générale des tumeurs.

Reste a savoir quel est le role précis de la contrainte mécanique sur le développement

tumoral ?

Ainsi pour certains une contrainte mécanique pourrait étre a 1’origine de 1’activation
d’une voie de mécanotransduction (béta-caténine) aboutissant a la synthése de génes pro-

prolifératifs entrainant une hyperprolifération cellulaire et la formation de tumeurs. (46)
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Figure 1.4. Activation d’une voie de mécanotransduction (béta-caténine) par compression

mécanique de portions de célons pré-cancéreux. (46)
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En effet dans cette étude la compression mécanique de portions de colons de souris
dans un état précancéreux entrainait une redistribution de la béta-caténine vers le noyau des
cellules et une surexpression des oncogenes Twist & et Myc supportant donc le fait que
I’application d’une contrainte mécanique pouvait participer a I’initiation de la tumorigénese,

mais aussi lorsqu’une tumeur était formée a sa progression. (47,48)

Stiff

Compliant i

Exogenous
Force

Focal Focal
P . —>
Complex Adhesion EGFR
Force

m %gene(s)
ERK
(contractility)

Myosin
activity | <« AuLCP) €~~~

Differentiaton =~ ————3  Tumor phenotype

Endogenous

Figure 1.5. Mode¢le de transformation maligne selon la force. (48)

D’autres ont montré in vitro par contre que les contraintes mécaniques appliquées a un
échelon cellulaire avaient tendance a diminuer la prolifération cellulaire en bloquant le cycle
cellulaire (au point de restriction) par la surexpression de protéines inhibitrices de CDK. (49)

Aussi Jain et al. ont observé une réduction des taux de croissance de leurs agrégats en
fonction de la rigidité du gel d’agarose dans lequel ils se développaient en attribuant cela a

une baisse de la prolifération cellulaire et a une augmentation de I’apoptose. (50)
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Enfin, certains ont montré in vitro sur des cellules de cancer du cdlon une baisse de la
prolifération cellulaire par dérégulation de la béta-caténine et perte de I’expression de Myc en
réponse a une pression mécanique ; cependant ces résultats étaient & nuancer car il s’agissait
d’une lignée cellulaire d’adénocarcinome de haut grade connue pour avoir une forte

expression nucléaire de béta-caténine. (51)

Sur ces premiers résultats de la littérature les effets d’une contrainte mécanique sur
une cellule tumorale, une micro-tumeur (agrégats) voire un tissu précancéreux sont divergents
avec pour certains une tendance a favoriser la progression tumorale (voire a I’initier) et pour
d’autres au contraire un controle de celle-ci. Mais le processus tumoral est un phénomene
complexe et les résultats peuvent donc étre différents selon les mécanismes étudiés et le type

de contrainte mécanique appliquée.

Ainsi d’autres ont mis en évidence des corrélations entre la dissémination métastatique

et I’adhésion cellulaire. (52)

En effet la pression mécanique stimule, outre la prolifération cellulaire des cellules de

cancer du colon in vitro, I’adhésion des cellules cancéreuses. (53)

L’adhésion cellulaire représente une étape initiale importante dans le processus
métastatique. Ainsi une proportion plus importante des capacités d’adhésion cellulaire ou de
I’expression de récepteurs spécifiques de 1’adhésion cellulaire comme les intégrines sont

corrélées avec le pronostic et la dissémination métastatique de certains cancers. (54,55)
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Les intégrines sont des protéines transmembranaires permettant I’adhésion des cellules
a des protéines de la matrice extracellulaire. (56) Leur régulation est par certains aspects
similaire a celle de la réponse aux stimuli mécaniques des cellules épithéliales bénignes de
I’intestin par exemple (FAK, Src) avec une prévention par les manipulations
pharmacologiques du cytosquelette jouant surement un rdle important dans ce phénomene
(avec baisse de I’adhésion cellulaire en réponse a une pression mécanique augmentée).

(57,58)

Ainsi des expériences in vivo dans des modeles murins ont montré que des cellules
tumorales soumises a des pressions mécaniques avaient tendance a augmenter I’adhésion
cellulaire particuliérement au niveau des cicatrices avec un impact pronostic négatif. (59,60)
Cet effet était contrebalancé si un traitement agissant sur le cytosquelette (alpha actinin ou

colchicine) était donné. (60,61)

D’autres expériences encore, en prenant comme modéle de tumeurs des sphéroides
multicellulaires, ont montré que la compression des sphéroides (représentée par une contrainte
mécano-osmotique appliquée par un milieu contenant du dextran) entrainait une réduction de
leur taux de croissance due a une baisse de la prolifération cellulaire au sein du sphéroide ou
la baisse de volume était la plus grande. (62,63)

Ils observaient également une répartition inhomogene de cette baisse de prolifération
(mise en évidence par I’expression du Ki67) qui était plus importante au centre du sphéroide
la ou la baisse du volume cellulaire était la plus importante, sans modification quantitative de

I’apoptose. (64)
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I1 avait été également mis en évidence en paralléle une altération du cycle cellulaire
avec blocage des cellules en fin de phase G1 témoignant d’une augmentation du nombre de

cellules en quiescence.

Ces modifications observées étaient proportionnelles a I’intensité de la compression

mais aussi réversibles a I’arrét de la compression. (65)

La mise en compression des sphéroides multicellulaires a permis également de mettre
en évidence des mouvements cellulaires au sein de ces sphéroides modulés par la division
cellulaire et sensibles a la compression mécanique. Ces flux cellulaires pouvaient étre
convergents (dus a I’excés de division cellulaire a la périphérie du sphéroide et de mort
cellulaire au centre de celui-ci) ou divergents (se superposant au précédent lors de la

croissance du sphéroide).

Ainsi lorsque la contrainte mécanique augmente, la baisse de volume des cellules au
centre du sphéroide s’accompagne d’une diminution de la division cellulaire maximale au
centre et diminuant peu a peu jusqu’au bord du sphéroide créant un véritable front anti-
prolifératif allant du centre de la tumeur vers la périphérie. Les cellules, en arrétant de se
diviser, ont une plus grande tendance a migrer vers le stroma par chimiotaxie et ce d’autant

plus si une compression mécanique est présente. (66)

Cette contrainte mécanique a donc des répercutions différentes au sein des sphéroides

mais aussi en fonction du temps d’application de celle-ci. En effet au début 1’application

d’une contrainte mécanique a pour effet de diminuer le taux de croissance des sphéroides avec

15



blocage du cycle cellulaire et entrée en quiescence des cellules sans modification de

I’apoptose.

I1 semble donc y avoir un controle du développement tumoral par limitation de sa
croissance en bloquant la prolifération cellulaire. Mais au fur et a mesure de la durée de
compression les cellules en quiescence vont évoluer vers I’apoptose particuliérement au
centre des sphéroides. Il va donc se développer des flux cellulaires au sein du sphéroide liés a
la division cellulaire qui vont aboutir & un renouvellement continuel des cellules en périphérie
des sphéroides qui continuent a proliférer et secondairement a la pression liée a la division
cellulaire vont avoir tendance a migrer hors du sphéroide, alors que les cellules du centre

disparaissent peu a peu par apoptose.

D’autre part au fur et 2 mesure du développement tumoral les cellules vont acquérir
des mutations génétiques lui assurant de nouvelles propriétés (généralement plus invasives,
agressives) comme celles de dégrader la lame basale, envahir le stroma (le rendant plus

permissif) et migrer vers d’autres organes par intravasation.

I1 semble donc qu’au cours du temps ’application d’une contrainte mécanique

sélectionne des cellules avec un phénotype plus agressif capables de disséminer a distance et

donner des métastases. (67)
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Figure 1.6. Modification du phénotype tumoral sous contrainte mécanique. (67)

Ces forces mécaniques exercées sur les tumeurs proviennent donc essentiellement du
milieu environnant de la tumeur. La question que nous nous sommes posée était donc de
savoir si ces forces mécaniques dites « physiologiques » pouvaient étre modifiées par des
agents extérieurs comme ceux en lien avec le traitement des tumeurs (endoprothéses

digestives, chirurgie carcinologique, etc) et donc alors modifier leur comportement tumoral.

Ainsi il a été montré chez I’homme que la chirurgie carcinologique peut avoir dans

certains cas un effet négatif sur I’évolution oncologique. (68)
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Celui-ci peut étre observé en per-opératoire (stress chirurgical, manipulations
tumorales sources d’essaimage de cellules tumorales ou de relargage sanguin de cellules
tumorales circulantes), mais aussi en post-opératoire (immunodépression, cicatrisation,

complications chirurgicales). (69,70)

Des modéles animaux ont montré que plus le geste chirurgical était important et plus
le risque de dissémination tumorale (local et a distance) était grand. (71-74) Dans ces
modeles les facteurs de risque de dissémination tumorale étaient multiples (locaux, mais aussi

geénéraux).

D’autres modeles animaux se sont plus spécifiquement focalisés sur la manipulation
+/- traumatique de la tumeur primitive et ont montré que c’était aussi un facteur de
dissémination tumorale (et pas uniquement par relargage de cellules tumorales circulantes ou

essaimage de cellules tumorales). (75,76)

Chez I’homme I’impact de la manipulation tumorale a été étudié mais est toujours

sujet a controverses quant a ses répercutions oncologiques. (77-79)

Ainsi au travers de ces différents exemples nous avions I’impression que I’application
de contraintes chirurgicales (plutot d’allure mécaniques) sur des cellules tumorales ou sur une

tumeur pouvait favoriser la progression locale et la dissémination métastatique.

Mais I’impact spécifique du caractére mécanique de ces contraintes sur le pronostic

oncologique n’était pas spécifiquement démontré dans ces modeles expérimentaux méme s’il

était suggéré.
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Au travers de 1’analyse des données de la littérature il existe clairement un
retentissement des forces mécaniques sur le comportement cellulaire que ce soit au niveau

physiologique ou pathologique.

Mais au niveau oncologique, le role de ces forces mécaniques apparait plus flou,
méme si on a I’impression que I’application de contraintes mécaniques sur une cellule
tumorale ou une tumeur a tendance a la rendre plus agressive localement et a distance.

Nous nous sommes donc attachés a rechercher une situation clinique pouvant répondre
a cette problématique de force mécanique et dissémination tumorale et nous avons retenu

celle de I’endoprothese digestive.

Ainsi depuis les années 80, les endoprothéses (sortes de ressorts expansibles) ont été
utilisées pour traiter les symptdmes occlusifs (biliaires ou digestifs) liés a des tumeurs bilio-
digestives. Leur efficacité clinique, mais aussi leurs effets oncologiques ont été sujets a de
nombreuses controverses notamment pour les endoprothéses digestives. (80—84)

L’utilisation des endoprothéses digestives dans le traitement des cancers du colon en
occlusion a représenté a nos yeux un modele certain de traumatisme mécanique sur une
tumeur primitive du fait de la force nécessaire a ces dispositifs qui sont déployés au sein des
tumeurs, les « écartant » afin de redonner un calibre normal a I’intestin pour recouvrer un

transit intestinal.

N’ayant donc pas la preuve formelle dans les études cliniques et/ou expérimentales

disponibles que les contraintes mécaniques appliquées sur une cellule tumorale ou une tumeur
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peuvent altérer le pronostic oncologique, nous avons décidé de I’étudier au travers de

plusieurs modeles expérimentaux.

Ainsi nous avons donc tout d’abord voulu étudier dans une premicre série
d’expériences I’impact d’une force mécanique exercée sur une tumeur primitive en récréant la

situation de I’endoprothése digestive qui leve I’occlusion liée a une tumeur du colon.

Nous avons donc mis en place un modele murin de tumeur occlusive du célon puis

testé les répercussions de la mise en place d’une endoprothese.

Dans une 2" série d’expériences nous avons voulu étudier cet impact mécanique plus au
niveau cellulaire avec 1’application de contraintes mécaniques sur les cellules tumorales
utilisées dans notre premier modéle murin afin de voir si les résultats étaient concordants tant

au niveau microscopique que macroscopique.

20



2. Matériel et méthodes

2.1. 1 série d’expériences

La premiére série d’expériences a consisté a mettre en place un modele de tumeur
occlusive du colon chez la souris, puis de mettre en place une endoprothése (ou stent) et

d’évaluer ses effets sur le pronostic oncologique.

Schéma de l'étude

. .‘~’f/’

JO 15 J6 17 J13 J15

Macroscopie

Microscopie
CT26  Coloscopie Sang Stent Sang qRT-PCR
Biolum Biolum CTC

Figure 2.1. Schéma 1 série d’expérimentations.
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2.1.1. Expérimentations in vitro

Préparation de la lignée cellulaire CT 26- GFP/ Luciférase

La lignée cellulaire CT-26 sauvage (CRL-2638; American Type Culture Collection
ATCC, Manassas, VA) est issue d'un adénocarcinome colique de souris immunocompétentes
BALBY/C traitée par le N-nitroso-N-méthylurethane. Cette lignée cellulaire a fort potentiel
métastatique est utilisée régulierement dans le laboratoire. Il a été réalisé a partir d'une lignée
classique CT 26 au passage P3 une infection par particules virales (GeneCopoeia™™ LP-
HLUC-LV201-0200) afin que les cellules expriment la GFP (protéine fluorescente verte) et la

luciférase.

Mise en culture et passages

Les cellules initialement conservées dans un milieu de congélation (DMSO) ont été
décongelées sous héte puis lavées avec du milieu de culture DMEM + GlutaMAX (Gibco®)
supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF) afin d'éliminer le DMSO pendant 24
heures. Les cellules étaient cultivées en monocouches dans des flasques, placées dans un
incubateur a 37°C (10% CO2 et 90% d'air) et a saturation en humidité. Le milieu était
renouvelé tous les 3 jours et apres 4 a 6 jours d'incubation les cellules étaient confluentes.

A confluence, les cellules étaient lavées une fois au PBS puis le milieu de culture était
aspiré et les cellules placées au contact de 3 ml de trypsine (TrypLE" ™ Express, Gibco®) &
37°C pendant 5 minutes. La suspension cellulaire était ensuite remise en suspension dans 3 ml

de milieu de culture afin d'arréter 1'action de digestion de la trypsine. En fonction de la
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dilution voulue, un échantillon de suspension cellulaire allant de 100 pl a 3ml était remis en

suspension dans du milieu de culture.

Préparation de la solution cellulaire a injecter

Lorsque les cellules étaient arrivées a confluence, et aprés un minimum de 3 passages,
elles étaient lavées puis dissociées par 2 ml de trypsine. Apres avoir rajouté 8 ml de milieu de
culture, la suspension cellulaire était recueillie dans un tube Falcon afin de procéder a leur
comptage. Ainsi 10 pl de cette suspension cellulaire étaient mélangés avec 10 pl de bleu de
trypan puis 10 pl de ce mélange était déposé dans une des 2 chambres de la cassette
(Countess™) qui était alors introduite dans le compteur automatique de cellules et de viabilité
cellulaire (invitrogen™). Le nombre de cellules & injecter était de 10° dans 50 pl, soit une
solution avec une concentration cellulaire a 2x10%/ml. En fonction du nombre de cellules
obtenu au comptage, la suspension cellulaire de 10 ml était centrifugée (1000 RPM, 3 minutes
a 20°C) puis complétée avec du milieu de culture afin d'obtenir la concentration finale voulue.
Les cellules étaient conservées dans de la glace avant leur injection.

Une premiere préparation cellulaire avait été réalisée au début du modele mais arrétée
du fait du manque de résultats obtenus sur les premieres injections in vivo. Il s'agissait de la
réalisation de sphéroides contenant 2000 cellules regroupées dans des gouttes de 20 pul
gardées 3 jours en suspension dans du milieu de culture puis injectées dans une solution

comprenant 10° cellules / 100 pl et 100 pl de matrigel.
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Vérification de l'expression GFP et Luciférase des cellules

Le caractere GFP des cellules a été vérifié au microscope a fluorescence en examinant
des flasques de cellules a confluence dont le milieu de culture était remplacé par du PBS. A

peu pres 90 % des cellules exprimaient bien la GFP cytoplasmique.

L'activité Luciférase a ét¢ évaluée en réalisant une plaque 24 puits comprenant 4 puits
témoins et dans les autres puits des échantillons de 50000 cellules par puits avec 50 ul de
luciférine a une concentration de 0,3 mg/ml puis passage au lumina 5 minutes apres l'ajout de

la luciférine.

Figure 2.2. Activité luciférase des cellules GFP/Luc.

Devant la faible activité luciférase des cellules, d’autres cellules CT-26 Luciférase ont été

utilisées ultérieurement.
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Préparation de la lignée cellulaire CT 26 Luciférase

Cette lignée cellulaire CT-26 Luc nous a été fournie par le Professeur Lea Eisenbach
(Weizmann Institute of Science Rehovot, Israél).

Les conditions de culture, de passage et d'injection étaient similaires aux cellules CT
26 GFP/Luc a par le milieu de culture qui était supplémenté en antibiotiques (1% Pénicilline
et Streptomycine, PenStrep, Gibco®).

L'activité luciférase a été testée de facon identique aux cellules CT 26 GFP/Luc.

Figure 2.3. Activité luciférase des cellules Luc.

2.1.2. Expérimentations in vivo

Animaux utilisés

Toutes les expérimentations ont été réalisées selon le respect des régles éthiques en
vigueur en Europe (décret n® 2001-131 du 6 février 2001, liées a la directive européenne 86-
609-CEE de 1986) et a la charte nationale portant sur I'é¢thique de l'expérimentation animale

¢tablie en 2008 (www.enseignementsup-recherche.gouv.fr).
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Les animaux étaient des souris immunocompétentes BALB/C femelles agées de 8
semaines d'origine controlée (laboratoires Charles River, BP 0109, 69592 L'Arbresie Cedex
France). Elles étaient hébergées dans 1'animalerie conventionnelle BDD, agrée sous le numéro
C75-05-17, avec renouvellement de 1'agrément le 27 novembre 2012 par arrété préfectoral N°

2012-1397. Les animaux étaient acclimatés pendant 2 semaines avant toute expérimentation.

Anesthésie

L'induction de l'anesthésie était réalisée par une inhalation d'isoflurane (Baxter) a 4 %
avec un débit d'air de 1,5 1/ min. L'anesthésie était ensuite maintenue par une inhalation de 2
% d'isoflurane. L'efficacité de l'anesthésie était vérifiée avant le début de tout acte
expérimental par un pincement interdigital de la patte arriére de la souris, et si elle tendait a se

réveiller, la dose d'isoflurane était augmentée a 2,5 % pendant quelques minutes.

Coloscopie

L'exploration du colon de la souris était réalisée par un endoscope haute résolution
Storz rigide de 1,9 mm de diametre et de 10 cm de long. Il fonctionne a l'aide d'une caméra et
d'une source de lumicre froide. Le tout est reli¢ a un ordinateur permettant la visualisation et

le traitement des images.
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Figure 2.4. Paillasse d'expérimentation.

L'endoscope est introduit dans une chemise rigide adaptée avec deux entrées
permettant 1'insufflation d'air pour le diagnostic ou a trois entrées, ajoutant ainsi un canal

opérateur autorisant l'introduction d'instruments.

Figure 2.5. Chemises de l'endoscope.
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La bonne visualisation de la lumiére colique impose son déplissement qui est réalis¢ a

l'air soit a 'aide d'une seringue, soit grace a une pompe a air branchée sur une entrée de la

chemise de I'endoscope.

Figure 2.6. Insufflateur d'air branché sur la chemise de 1'endoscope.

Les coloscopies étaient réalisées sous anesthésie générale, sans préparation colique
préalable mais avec au besoin un lavement évacuateur a 1'eau au moyen d'une petite seringue
a gavage en cas de présence de maticres fécales. La souris €tait maintenue en décubitus dorsal
avec 2 rubans adhésifs afin de limiter ces mouvements pendant la coloscopie et permettre une
progression de l'endoscope en toute sécurité, évitant ainsi les faux mouvements pourvoyeurs

de perforations coliques.
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Figure 2.7. Positionnement des souris pour la coloscopie.

Injections orthotopiques

Le 2°™ modéle n'avait pas encore été testé au laboratoire mais décrit récemment par
une équipe israélienne. (85) Celui-ci consistait & injecter 50 pl d'une solution contenant 10
cellules dans la sous muqueuse du cdlon, sous contréle endoscopique, au moyen d'une

seringue 30 gauges dont I'extrémité était biseautée a 45°.

Figure 2.8. Aiguille d'injection sous muqueuse.
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Figure 2.10. Aspect endoscopique apres injection sous-muqueuse.

Mise en place du stent colique

Il s'agissait de stents cardiaques utilisés chez I’homme, car adaptés a la taille du c6lon
de la souris, qui ont été fournis gracieusement par les laboratoires Terumo® et Abbot
Vascular®.

Leur déploiement nécessitait I'utilisation d'un dispositif de gonflage de type inflateur

branché sur la partie proximale du stent, qui permettait de gonfler un ballonnet jusqu'a une
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pression de 1000kPa entrainant par ce biais le déploiement du stent. Apres dégonflage du

ballonnet le guide était retiré et le stent largué avec sa forme définitive.

Figure 2.11. Systéeme de déploiement du stent avec inflateur connecté au stent sur son guide.

Figure 2.12. Stent déploy¢ sur son guide Figure 2.13. Aspect final apres retrait du guide

Lorsque la tumeur était occlusive (c'est a dire occupant plus des 3 quarts de la lumicre

colique), celle-ci étant déplissée par inflation d'air, et un stent était mis en place.
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Figure 2.14. Aspect endoscopique d’une tumeur colique occlusive

Figure 2.15. Passage du guide avec le stent au-dela de la tumeur
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Figure 2.16. Gonflage du ballonnet et déploiement du stent.

Figure 2.17. Aspect endoscopique et macroscopique final du stent déployé apres retrait du

guide.
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Bioluminescence

La bioluminescence est un moyen de suivre I’évolution tumorale de fagon non
invasive grace a la mise en évidence des cellules bioluminescentes. L'activité bioluminescente

in vivo des souris était évaluée par un appareil Ivis Lumina II et son logiciel d'analyse

d'images Living Image.

Figure 2.18. Appareil Ivis Lumina II.

Une injection intra-péritonéale de 200 uL de luciférine a la concentration de 10 ng/ml
était réalisée puis aprés 2 minutes 30 les souris étaient placées dans la chambre d'anesthésie
avant la mise en place dans le lumina. Les souris étaient placées 3 par 3 dans le lumina,
séparés par des "lames plastiques", toujours sous anesthésie générale a l'isoflurane, et 5
minutes apres l'injection de luciférine, 2 mesures étaient prises, la premicre avec la face
dorsale vers le haut et la deuxieéme avec la face ventrale vers le haut. Les réglages du Lumina

¢taient constant (exposure=automatique, binning : medium (4x4), F/stop :1).
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Afin de quantifier l'activité bioluminescente des souris, des régions d'intéréts étaient
tracées (ROI) autour des images obtenues des animaux sur le sofware et une mesure des ROI

a été réalisée en photons/seconde (p/s) grace au logiciel de traitement d'image.

Figure 2.19. Exemples d’images de bioluminescence avec ROI (ellipse rouge).

Les analyses de bioluminescence ont été réalisées a 1 semaine d'intervalle a la fin de la
1 et de la 2™ semaine afin de pouvoir comparer les valeurs de bioluminescence et de
rechercher une progression de la maladie, et ce notamment avant et apres la pose des stents

coliques.

Prélévements sanguins

Deux types de prélévements sanguins étaient réalisés lors des expérimentations :

Prélevements rétro-orbitaires

Ils ont été choisis pour réaliser les prélévements de taux de LDH car ils fournissaient

une quantité de sang suffisante et pouvaient étre répétés dans le temps. Ils étaient réalisés sous
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anesthésie générale a l'isoflurane 2 % avec une pipette pasteur introduite dans le sinus rétro-
orbitaire. Une fois le prélévement effectué par capillarité, une fermeture de la paupiére avec
une légere compression ¢était réalisée. Le sang était ensuite soufflé dans un ependorf de 0,5 ml
avec 200 pL d'héparine et conservé dans la glace. Les échantillons étaient ensuite centrifugés
a 12000 x g, pendant 5 min a 4°C puis le sérum était récupéré (surnageant) et conserve a -
80°C.

Le taux de LDH sérique a été dosé sur un automate Architect C8000 Abbott avec un
réactif de souris 2P56-21 (valeur normale de LDH sérique chez la souris de 134 +/- 19 UI/]).

Les prélévements étaient réalisés chacun 2 fois, a une semaine d'intervalle, de facon
concomitante aux analyses de bioluminescence afin de pouvoir avoir une cinétique et de

comparer ces valeurs avant et apres la mise en place des stents.

Ponction sanguine intracardiaque

Juste avant le sacrifice et sous anesthésie générale était réalisée une ponction sanguine
intracardiaque au moyen d'une seringue de 1 ml et un cathlon de 25 gauges en sous

xiphoidien. Le prélévement était ensuite mis dans un tube EDTA et conservé a air ambiant.

Sacrifice des souris

Le sacrifice des animaux était décidé devant :

-des signes extérieurs de souffrance (amaigrissement, poil ébouriffé, paleur
cutanée, cyanose extrémité/queue, tremblements)

-des signes de prostration.
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-une augmentation du périmetre abdominal témoin d'une occlusion intestinale

ou d'une carcinose péritonéale évoluée.

Le sacrifice était réalisé par dislocation cervicale puis une laparotomie était réalisée
avec de maniére systématique :

1. Prélévement d'un fragment de lobe gauche hépatique sain pour analyse moléculaire
(qRT-PCR) donc tout de suite plongé dans de 'azote liquide puis conservé a -80°C.

2. Prélévement d'un autre fragment hépatique pour examen anatomopathologique et
+/- immunohistochimie.

3. Caractérisation de la carcinose péritonéale (CP), si présente, avec un index de
carcinose adapté a la souris (score de Sugarbaker, PCI ou IPC); la carcinose péritonéale était
classée en carcinose péritonéale limitée en cas d'indice PCI <20 et en carcinose péritonéale

importante en cas d'indice PCI>20.

Index de carcinose péritonéale (14 39)
+ 0 i absence de tumeur

* 1 si tissu tumoral < 2mm

*2entre 2,14 Smm

35t Smm

Figure 2.20. Index de carcinose péritonéale adapté a la souris.
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4. Recherche de métastases hépatiques, pulmonaires, rétro péritonéales qui si elles
¢taient présentes, étaient prélevées pour examen anatomopathologique.
5. Mesure du volume de la tumeur primitive (grand axe X petit axe®) / 6, recherche

d'une perforation / d'une occlusion, et vérification du stent.

Réalisation de qRT-PCR sur les foies de souris

La gqRT-PCR a été réalisée afin de voir si dans des zones macroscopiquement saines
de foie il y avait plus de cellules tumorales (marquées a la protéine GFP et donc détectables

par qRT-PCR) dans les souris ayant eu un stent versus les souris non stentées.

lére phase : extraction d'ARN a partir des échantillons de foie.

Les échantillons de foie étaient prélevés juste avant le sacrifice des animaux sous
anesthésie générale et tout de suite conservés dans de l'azote liquide puis a -80°C. L'extraction
d'ARN se faisait a partir de prélevements de 30 mg (soit une sphére de 3 2 7 mm de diameétre
pour le foie) en utilisant le kit d'extraction TRIZOL® Reagent, Invitrogen' ™. Cela se déroulait
en 5 phases :

1. Homogénéisation des prélévements avec 1mL de TRIZOL.

2. phase de séparation avec ajout de 0,2 ml de chloroforme (permettant de séparer les
protéines et les acides nucléiques) puis centrifugation (12000 x g, 15 min, 4°C).

3. Phase de précipitation de I'ARN en récupérant la phase aqueuse des tubes
centrifugés puis ajout de 0,5 ml d'isopropanol et centrifugation (12000 x g, 10 min, 4°C°).

4. Phase de purification de I'ARN en lavant le culot avec 1 ml d'éthanol a 75 %
(¢limination des résidus de phénol, de chloroforme et des sels en exces), puis a nouveau

centrifugation (7500 x g, 5 min, 4°C) et enfin vidange de tout le surnageant.
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5. Phase de redissolution de I'ARN en rajoutant 40 pl d'eau ultra pure (eau RNase free)

au culot et conservation a -80°C.

2¢éme phase : quantification et vérification de la pureté de I'ARN extrait.

Apres vérification de la bonne redissolution de I'ARN, avec si besoin rajout d'eau
RNase free pour avoir une bonne homogénéisation, on quantifiait I'ARN a l'aide du
spectrophotométre NanoVue' ™ afin de pouvoir avoir des échantillons d'ARN 4 la
concentration finale de 1 pg /1 pl. Le NanoVue™ permettait également de vérifier la pureté
de I'ARN en calculant le rapport A260(ARN)/A280(ADN) qui devait se situer entre 1,8 et 2
(montrant I'absence de contamination par les protéines) tout comme le rapport A260/A230
¢évaluant la contamination par le phénol et le chloroforme.

La qualité de 'ARN était également vérifiée par I'étude de la migration des
¢chantillons sur un gel d'agarose 1,2 % suivie d'une visualisation sous lumiere UV en

recherchant les bandes 28S et 18S.

28S
18S

Figure 2.21. Vérification de la qualité de I’ARN

3éme phase : transcription inverse (reverse transcriptase ou RT)
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Elle s'est déroulée en 3 parties :

1. Purification des échantillons d'ARN : 5 pl d'ARN ¢étaient mélangés avec 2 pL de
tampon de I’enzyme superscript 11, 2 pl d'eau et 1 pul de DNase (mix 1); puis incubation a
37°C pendant 20 min

2. Préparation de la RT avec rajout dans le mix 1 de 3 pl d'un 2°™ mix contenant 1 pl
des amorces a séquences aléatoires (random primer) a une concentration de 100 ng/ pl, 1 pl
des 4 désoxyribonucléotides (ANTP) et 1 ul d'eau; apres une incubation a 65°C pendant 5 min
les tubes étaient plongés dans de la glace pendant 1 a 2 minutes puis a nouveau centrifugés
brievement.

3. Phase de RT avec rajout dans le mix 2 d'un 3™ mix comprenant 2 pl de tampon, 1
ul de DTT 0.1M, 3 pl d'eau et 1 pl d'enzyme RT-transcriptase. La réaction de reverse
transcription était incubé a 50°C pendant 1 heure puis a 70°C pendant 15 minutes pour

inactiver ’enzyme.

Les échantillons de RT étaient a l'issue conservés a -20°C.

4¢me phase : QqRT-PCR

1. Les amorces spécifiques de la GFP ont été testées sur de I’ADN génomique extrait a
partir de cellules CT 26 GFP/Luc. En parallele, pour vérifier la qualité de I’ADN génomique,
des amorces utilisées au laboratoire pour amplifier le géne endogéne Notch ont été utilisées.
Pour préparer I’ADN génomique, on a utilisé une flasque de cellules a confluence : apres
aspiration du milieu de culture, on rajoutait 2 ml de trypsine puis aprés 5 min d'incubation a
37°C, 8 ml de milieu de culture. La solution cellulaire obtenue était centrifugée pendant 3
min, a 1000 RPM a 20°C. Le culot cellulaire était resuspendu dans 50 ul de "lysis buffer", 25

ul de Tween 20, 422,5 ul d'eau et 2,5 pl de protéinase K. Le tout était plongé au bain marie a
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55°C pendant 5 heures puis a 95°C pendant 20 min. A partir de I'ADN extrait des cellules,
une PCR a été réalisée avec les amorces GFP R / GFP F et les amorces Notch N5 et N3. Cette
réaction de PCR contenait 0,ImM de dNTP, 1,25mM Mgcl2, et des amorces a 1uM en testant
plusieurs volumes d’ADN génomique (1pl-5ul-10ul). La PCR a été réalisée avec un appareil
TAKARA selon le programme CAT (1 cycle :95°C:5mn;35 cycles:94°C:45sec-55°C :45sec-
72°C :45sec;1 cycle 72°C :5mn;1 cycle 4°C :60mn)

Puis les échantillons ont été¢ déposés sur un gel d'agarose. On a obtenu une
amplification d’une bande d’une taille de 235 paires de bases (pb) environ correspondant a
celle attendue pour le géne endogeéne Notch et une bande de 320 pb correspondant au

transgene GFP.

Notch GFP

Figure 2.22. Amplification des génes Notch et GFP.

Les amorces spécifiques du géne de la GFP et d’un géne endogene B2Microglobuline
ont ensuite été testées sur de ' ADN complémentaire extrait de la lignée cellulaire CT 26
GFP/Luc. On a utilisé le méme kit d’extraction d’ARN que précédemment a savoir le
TRIZOL pour extraire I’ARN a partir des cellules CT26. Les phases de séparation, de
précipitation et de purification étaient identiques a celles utilisées pour l'extraction d'ARN des
foies.

La migration sur gel d'agarose et le NanoVue™ ont permis de vérifier la bonne qualité

de I'ADN extrait.

41



28S
18S

Figure 2.23. Vérification qualité de I’ADN extrait.

2. Nous avons testé I’efficacité de la PCR GFP (qui doit approcher les 100%) en
faisant des dilutions en série : non dilué, 1/3, 1/9, 1/27 et 1/81 de I’ADNc des cellules CT26.

Pour réaliser une plaque de qPCR, les échantillons sont déposés en double. Dans
chaque puits a été dépos¢ un mix comprenant 9,5 ul d'ADNC, 12,5 ul de sybergreen et 3 ul
d'amorces a 5 pmolaires. Puis les différents échantillons d'ADNc de foie avec les amorces

GFP puis B2Microglobuline sont disposés en double.
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b2M

Aprés centrifugation la plaque a été mise dans une machine LightCycler® 480 avec un

protocole Light Cycler" 480 SYBR Green I Master & 4 phases :

1. Pré-incubation a 95°C pendant 5 min (activation Taq polymérase et dénaturation

ADNCc)

2. Amplification de I'ADN cible, 95°C pendant 10 sec puis 60°C pendant 15 sec puis

72°C pendant 5 sec
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3. Melting Curve pour identification des produits de PCR (95°C pendant 5 sec, 65°C
pendant 1 min puis 98°C continu)

4. Cooling 40°C 10 sec.

Recherche des CTC dans le sang périphérique.

La recherche de CTC dans le sang périphérique a été réalisée afin de voir si, comme
chez I’homme, la mise en place d’un stent chez la souris pour une tumeur colique occlusive

relargait des cellules tumorales dans la circulation sanguine. (82)

La présence d’un marqueur spécifique (GFP) dans les cellules tumorales de notre
modele nous a conduit a utiliser une technologie de filtration et de sélection des cellules selon
la taille sans utiliser de marqueurs de sélection ou d’enrichissement des cellules d’intéréts. Par
ailleurs, la technologie Cellsearch® détectant exclusivement les cellules humaines, notre
modele constitué de cellules tumorales murines était totalement inadapté a I’utilisation de cet
outil.

Comme le présente la figure 1 la technologie CANOPUS consiste a sélectionner les
cellules en fonction de leur taille et de leur viscoélasticité. Pour notre étude, nous avons
prélevé > 300 pl de sang par ponction intracardiaque lors du sacrifice de chaque souris et 3
filtres ont été réalisés pour chacun d’eux (100 pl de sang total). Brievement, pour la
constitution d’un filtre 100 pl de sang était mélangé a 900 pl de tampon de fixation / lyse des
cellules. Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante, I’ensemble était filtré,
lavé au PBS, séché et stocké a -20°C jusqu’a utilisation. La détection de la GFP ou de la

luciférase se faisait sous un microscope a fluorescence aprés marquages des cellules en
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utilisant un anticorps dirigé contre la GFP ou la luciférase, lequel était révélé par un anticorps
secondaire couplé a un alexa fluor (Life technologies).

Dans un premier temps nous avons validé la détection de cellules GFP+ par filtration
direct de plusieurs milliers de cellules GFP positive en culture puis par ajout de 10 ou 4
cellules murines GFP+ dans 100 pl de sang de souris afin d’étre dans les conditions
expérimentales les plus proches possible de notre modele expérimental. Ainsi nous avons pu

valider la visualisation de ces cellules avec un taux de réussite de 50% a 100%.

O Différentiel de

pression
ns |7| R |

Figure 2.24. La technologie CANOPUS. (A) principe de sélection des cellules selon leur
taille. Les cellules tumorales étant plus grosses et moins viscoélastiques que les cellules
sanguines elles sont retenues sur le filtre. (B) Marquage des cellules aprées capture. Le DAPI
(en bleu) marque le noyau des cellules, un anti GFP (en vert) identifie les cellules exprimant

la GFP. La superposition des 2 identifie les cellules nucléées GFP positives.
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Examen histologique

Les prélévements a visée d'analyse histologique étaient plongés dans du PBS puis mis
dans du PFA 4 % pendant 2 heures, ensuite étaient réalisés 3 lavages de 5 min au PBS et enfin
les échantillons étaient conservés dans de I'é¢thanol a 70 % a 4°C.

Les prélévements fixés étaient inclus en paraffine puis des coupes de 5 pm étaient
réalisées au microtome et colorées de facon standard a 1'hématoxyline-€osine-safran.

L'étude d'immunofluorescence a été faite sur des coupes tissulaires de 4 um, apres
déparaffinage avec comme protocole :

Chauffage a 60°C des lames pendant 30 minutes puis déparaffinage des lames par des
bains successifs de xyléne (2 bains de 5 minutes), alcool 100° (2 bains de 2 minutes), puis des
bains de 2 minutes d'alcool 90°-70°-50° puis 1 bain de 2 minutes dans l'eau courante. Le
démasquage antigénique était réalisé avec une solution tampon de citrate de sodium pH 6,
portée a ébullition et maintenue a ébullition pendant 20 minutes puis les lames étaient
refroidies pendant 1 heure a air ambiant ou pendant 30 minutes dans de la glace. Aprés 3
ringages de 5 minutes au PBS, le blocage des sites non spécifiques était réalisé au moyen de
sérum de veau foetal a 5 % et de PBS pendant 1 heure a air ambiant. Ensuite les anticorps
primaires été mis (anticorps anti-GFP chicken dilué¢ au 1/300éme, anticorps Ki67 mouse dilué
au 1/260¢me et anticorps anti pan-cytokératine) et le tout restait en incubation une nuit a
+4°C.

Apres 3 nouveaux ringages de 5 minutes au PBS, les anticorps secondaires anti
chicken et anti mouse dilués au 1/500¢éme ainsi que le DAPI (1/1000€me) était mis avec une
incubation d'une heure a air ambiant. Enfin 3 nouveaux ringages de 5 minutes au PBS étaient

réalisés avant un montage entre lames et lamelles a I'Aqua Polymount.
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Statistiques

Les analyses ont été faites par type de cellules utilisées GFP/Luc et Luc et de fagon
combinée ou globale en regroupant les 2 types cellulaires car elles ne différaient que sur leur
caractere luciférase et I'expression de GFP.

Les résultats sont exprimés, soit en pourcentage de la valeur contréle, soit par la valeur
obtenue pour les échantillons analysés +/- la dispersion des valeurs autour de la moyenne
(écart-type). Les comparaisons entre les groupes étudiés, ont ét¢ réalisées par un test non
paramétrique de Fisher pour les variables catégorielles et par un test de Mann-Whitney pour
les variables continues. Le seuil de significativité retenu a été fixé a p < 0,05. Une régression

linéaire a été réalisée au moyen du logiciel STAT A.

2.1.3. RESULTATS

Choix d'un modeéle de greffe orthotopique

Devant le faible rendement d’incidence de développement des tumeurs, le sur risque
de perforation de la premiére technique de greffe orthotopique (par Iésion du cdlon a la pince
a biopsie), 'option d’injection sous muqueuse colique a été retenue comme décrit par
Zigmond et al. car elle était plus simple et plus efficace. (85)

Grace a ce modele nous avons pu avoir un taux de prise de greffe orthotopique de 70
% dans les 2 premiéres séries d'injection puis rapidement ce taux est passé a 100 %.

La premicre partie du projet a consisté a essayer d'établir une cinétique de la
croissance tumorale afin notamment de savoir quand la tumeur devenait occlusive et donc

quand mettre en place le stent. Celui-ci ne devait pas étre mis trop tot car l'effet mécanique du
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stent serait réduit et pas trop tard non plus pour avoir une durée de survie a peu prés identique
entre le groupe des souris stentées et le groupe des souris sans stent.

Les premicres séries d'injection ont permis d'acquérir une bonne technique d'injection
car au début les injections étaient soit trop intra-péritonéales et donnaient alors des carcinoses
péritonéales importantes, soit trop intra-luminales et ne donnaient donc pas de tumeurs. Peu a
peu on a pu mettre en évidence que les tumeurs €taient rarement occlusives avant le 7¢éme jour
aprés l'injection et que donc il suffisait de faire une coloscopie vers le 6°™-7°™ jour afin de
voir quelles souris avaient des Iésions pré-occlusives et devaient donc étre surveillées de
fagon plus rapprochée afin d'optimiser le moment de la pose du stent.

Aussi la distance du site d'injection a été évaluée afin de permettre une mise en place
optimale du stent sur une portion de colon accessible en coloscopie. En effet chez la souris la
partie du colon accessible est sa partie terminale qui s'étale sur a peu pres 3 cm ou le colon est
a peu pres rectiligne; au-dela la progression du coloscope rigide est tres difficile du fait des
sinuosités et du caractere tres mobile dans la cavité péritonéale du c6lon, qui est donc alors a
fort risque de perforation. Ainsi une distance de 2 cm a partir de la marge anale a été retenue
afin que la tumeur ne soit pas trop proche de 1'anus exposant donc a une issue de I'extrémité

distale du stent hors de I'anus de la souris et pas au-dela de 2 cm afin que l'extrémité

proximale du stent (rigide) ne soit pas responsable d'une perforation en amont du stent.

Mise en place des stents

Les stents ont été posés en moyenne au 10°™ jour aprés l'injection (extrémes allant de
8 a 15 jours). Les complications liées a la pose des stents ont été observées dans 50 % des cas
mais la plupart sont survenues en début d'expérience avec 1 hémorragie et 2 perforations per

procédure et 3 obstructions de stents (liées a leur longueur trop importante (de 15 a 20 mm)).
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Une fois l'utilisation de stents plus courts (de 8 a 12 mm) et la technique maitrisée
nous avons observé 2 obstructions (la 1 liée a une pose de stent tardive au-dela du 15
jour avec une tumeur trés occlusive et une pose de stent difficile, et la 2°™ liée a une taille
inadéquate de stent avec une longueur trop importante et un diamétre insuffisant), 2
migrations de stent (mis en évidence par I'absence de stent lors de I'examen macroscopique
réalisé lors du sacrifice) et 2 perforations découvertes lors de I'autopsie de souris décédées
précocement avec présence d'une péritonite stercorale et d'une perforation a I'extrémité
proximale du stent. Ainsi le taux de complication une fois la technique maitrisée était de 25%.

N'ont été retenues dans l'analyse de la dissémination métastatique que les souris ayant
eu au moins 3 jours de stent soient 16 souris parmi lesquelles il y avait 2 perforations, 2

occlusions et 1 migration de stent, soit un taux de complication de la population de 1'étude de

31 %.

Survie

L'analyse de la survie a retrouvé une survie significativement (p = 0,02 global, p =
0,09 GFP/Luc, p = 0,48 Luc) plus faible dans le groupe des souris stentées (moyenne de
survie de 15,2 + 1 jours global, 15,6 = 1 jours GFP/Luc, 14,8 £ 1 jours Luc) que chez les
souris non stentées (moyenne de 20,4 + 7 jours global, 21,8 = 7,3 jours GFP/Luc, 16,3 =3
jours Luc). Ainsi la durée de vie une fois le stent posé était de 5,2 + 1,7 jours.

L'analyse de la survie en fonction de la présence ou non de métastases hépatiques
n'était pas modifiée avec moyenne de survie de 17 + 2,8 jours pour les souris ayant des
métastases hépatiques et 19,1 £ 6,6 jours pour celles n'ayant pas de métastases hépatiques (p =
0,93). De méme la présence d'une carcinose péritonéale a 'examen macroscopique final ne

diminuait pas la survie, au contraire, avec une moyenne de survie de 19,6 £+ 7 jours en cas de
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CP+ et de 18 + 5 jours sans CP (p = 0,44). Enfin, aprés avoir dichotomisé le volume tumoral
autour de sa médiane (51 mm’), nous avons remarqué que les souris avec une tumeur de plus
de 51 mm’ avaient une meilleure survie (moyenne de 21,7 + 6,5 jours) que celles avec une
tumeur de moins de 51 mm?® (moyenne de 16,9 £ 5,6) et ce de fagon significative, p=0,0004.
En ne prenant en compte que les souris ayant une carcinose péritonéale la survie était
toujours significativement (p = 0,009) plus basse chez les souris stentées (moyenne de survie

de 15,2 + 1 jours) que chez les souris non stentées (moyenne de survie 21,8 + 7,7 jours).

Survie selon la présence ou non d'un stent

o
S —
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T T

0 10 20 30 40
durée de vie en jours

Figure 2.25. Courbes de survie en fonction de la pose d’un stent colique.

Analyse de survie en fonction de la présence d'un stent colique.

Une analyse multivariée a été réalisée avec une régression linéaire multiple apres
vérification de l'absence de colinéarité entre les variables et a retrouvé un coefficient béta = -
5,45 avec un intervalle de confiance a 95 % de [-9,36 ; -1,54]. Cela signifie qu'apres

ajustement sur les variables carcinose péritonéale, métastases hépatiques et volume tumoral,
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le stent est toujours associé a une diminution significative de la survie qui diminue en

moyenne de 5,4 jours par rapport a une souris non stentée (p = 0,008).

Analyse macroscopique

Une carcinose péritonéale a été retrouvée plus fréquemment chez 75 % des souris
stentées (87,5 % souris GFP/Luc, 62,5 % souris Luc) contre 54,7 % chez les souris non
stentées (62,5 % souris GFP/Luc, 30 % des souris Luc), mais sans différence significative (p
= 0,23 global, p = 0,23 souris GFP/Luc, p = 0,34 souris Luc).

On ne retrouvait également pas de différence significative entre les souris stentées et
non stentées que la carcinose péritonéale soit limitée, IPC <20 (p = 0,11 global, p = 0,66
GFP/Luc, p = 0,34 Luc) ou que la carcinose péritonéale soit importante, [PC > 20 (p=1
global, p = 0,69 GFP/Luc, p =1 Luc).

Des métastases hépatiques ont été retrouvées plus fréquemment chez les souris
stentées dans 18,75 % des cas (25 % GFP/Luc, 12,5 % Luc) contre 2,38 % des cas chez les
souris non stentées (3,1 % GFP/Luc, 0 % Luc) avec une différence a la limite de la
significativité (p = 0,059 global, p = 0,09 GFP/Luc, p = 0,44 Luc).

De l'ascite était retrouvé chez 13,3 % des souris stentées (28,6 % GFP/Luc, 0 % Luc)
et chez 14,3 % des souris non stentées (18,75 % GFP/Luc, 0 % Luc) sans différence
significative entre les 2 groupes (p = 1 global, p = 0,61 GFP/Luc, p =1 Luc).

Enfin les souris stentées avaient des tumeurs plus petites (volume moyen 46,8 + 49
mm’® global, 56,7 £ 58,9 mm® GFP/Luc, 39,3+43,3 mm’ Luc) que les souris non stentées
(volume moyen 257,6 + 478,2 mm® global, 320,3+532,5 mm® GFP/Luc, 54 + 58,5 mm’ Luc)

de facon significative (p = 0,04 global, p = 0,2 GFP/Luc, p = 0,46 Luc).
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Souris stentées (n=16) Souris non stentées (n=42) p

Global  GFP/Luc Luc Global GFP/Luc Luc

Carcinose
péritonéale
-globale 12 8 4 23 20 3 0,23
-IPC<20 8 3 5 11 8 3 0,11
-IPC=20 4 4 0 12 12 0 1
Métastases 3 2 1 1 1 0 0,059
hépatiques
Ascite 2 2 0 6 6 0 1
Volume 47+49 57+59 39+43 257478 3204532 54+58 0,04

tumoral (mm?3)

Tableau 2.1. Analyse macroscopique en fonction de la pose d’un stent.

Prélévements sanguins

Dosages de LDH

Les dosages de LDH 1 (réalisés lors du 1 prélévement a J6/7) ne différaient pas
significativement entre les souris stentées (moyennes de 174,8 + 58,7 global, 134,6 + 56
GFP/Luc, 189,9 + 55 Luc) et les souris non stentées (moyennes de 162,5 + 57,2 global, 147,5
+ 65 GFP/Luc, 170,1 = 55 Luc) avec p = 0,68 global, p = 1 GFP/Luc, p = 0,63 Luc).

Les dosages de LDH 2, réalisés 1 semaine apres et donc apres la pose de stent colique
chez les souris stentées, étaient significativement (p = 0,0005 global, p = 0,01 GFP/Luc, p =
0,03 Luc) plus élevés dans le groupe des souris stentées (moyennes de 506,1 +203,6 global,
344,8 £ 96,3 GFP/Luc, 627 + 176,6 Luc) que chez les souris non stentées (moyennes de 250,4
+ 61,6 global, 268,2 + 76,5 GFP/Luc, 239,3 + 52,8 Luc)

La différence entre les 2 dosages LDH1 et LDH 2 (A LDH) était significativement
plus élevée (p = 2,5x107 global, p = 0,03 GFP/Luc, p = 0,04 Luc) dans le groupe des souris

stentées (moyennes de ALDH de 332,3 + 161,6 global, 210,1 = 48,1 GFP/Luc, 424 + 156,7
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Luc) que chez les souris non stentées (moyennes de ALDH de 91,4 + 38,6 global, 120,7 +

28,6 GFP/Luc, 73 + 33 Luc).

A LDH

600
500
400
300
200
100

STENT PAS STENT

H A LDH

Figure 2.26. Dosages de LDH en fonction de la pose d’un stent.

Bioluminescence

Analyse quantitative

L'activité bioluminescente 1 mesurée a J6/7 était plus importante (p = 0,0005 global, p
=0,01 GFP/Luc, p = 0,03 Luc) dans le groupe des souris stentées (moyennes de 1,3x10° +
2,3x10° global, 8,3x10°+ 5,4x10° GFP/Luc, 2,4x10° Luc) que chez les souris non stentées
(moyennes de 1,9x107 + 3,5x10’ global, 2,4x10°+ 4,5x10° GFP/Luc, 5,5x10" + 4,5x10’ Luc).

L'activité bioluminescente 2, mesurée 1 semaine apres, n'était pas différente (p = 0,12
global, p = 0,46 GFP/Luc, p = 0,23 Luc) entre les souris stentées (moyennes de 1,1x10%+
2,4x10° global, 2,1x10"+ 2,2x10” GFP/Luc, 1,9x10%+ 3,3x10® Luc) et les souris non stentées

(moyennes de 3,3x10"+ 9,7x10 global, 1,7x10"+ 2,7x10” GFP/Luc, 6,3x10” £ 1,6x10° Luc).
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La différence d'activité bioluminescente entre bioluminescence 1 et 2 (A biolum)

n'était pas différente (p = 0,95 global, p = 0,08 GFP/Luc, p = 0,53 Luc) entre les souris

stentées (moyenne A bioluminescence de -1,5x107+ 9,6x10’ global, 9,8x10°+ 2x10’

GFP/Luc, -3,7x10” + 1,3x10® Luc) et les souris non stentées (moyenne A bioluminescence de

5,9x10°+ 1,2x10° global, 4,2x10°+ 8,4x10° GFP/Luc, 7,9x10°+ 1,8x10® Luc).

Souris stentées (n=16) Souris non stentées (n=42) p
Global GFP/Luc Luc Global GFP/Luc Luc
Analyse
quantitative <
-biolum 1 1,3x108  8,3x10° 2,4x108 1,9x107 2,4x10¢  5,5x107 0,0005
-biolum 2 1,1x108  2,1x107 1,9x108 3,3x107 1,7x107  6,3x107 0,12
-A biolum* -1,5x107  9,8x10¢ -3,7x107 5,9x10¢ 4,2x10¢  7,9x10¢ 09
Analyse
qualitative (%)
-CP
-biolum 1 92 80 100 50 67 30 0,01
-biolum 2 90 80 100 55 53 67 0,1
-progression 50 60 40 37,5 42 25 0,69
biolum 1 /2

Analyse des données de la bioluminescence.

biolum = bioluminescence; CP=carcinose péritonéale
+¢ exprimée en photons par seconde

* A biolum : calculée exclusivement a partir des souris ayant eu des valeurs biolum 1 et
2.

Tableau 2.2. Analyses des données de bioluminescence en fonction de la pose d’un stent.
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Analyse qualitative

L'analyse des images de bioluminescence a permis de retrouver plus de carcinoses
péritonéales lors de la premiére acquisition (avant la pose du stent) dans le groupe des souris
stentées (92,3 % global, 80 % GFP/Luc, 100 % Luc) que dans le groupe des souris non
stentées (50 % global, 66,67 % GFP/Luc, 30 % Luc) et ce de facon significative (p = 0,01

global, p =1 GFP/Luc, p = 0,04 Luc).

Lors de la deuxiéme acquisition il y avait une tendance a y avoir plus de carcinose
péritonéale chez les souris stentées (90 % global, 80 % GFP/Luc, 100 % Luc) que chez les
souris non stentées (55,55 % global, 53 % GFP/Luc, 66,67 % Luc) avec p =0,1 global, p =

0,6 GFP/Luc et p = 0,37 Luc.

Aucune différence n'était notée que la carcinose soit limitée ou importante chez les
souris stentées (55,56 % CP limitée que chez les souris Luc, 44,44 % CP importante que chez
les souris GFP/Luc) ou chez les souris non stentées (50 % CP limitée se partageant
équitablement entre les souris GFP/Luc et Luc et 50 % CP importante que chez les souris

GFP/Luc).

La progression des images en bioluminescence entre les 2 acquisitions ne différait pas
de fagon significative (p = 0,69 global, p = 0,62 GFP/Luc, p = 1 Luc) entre les souris stentées
(progression chez 50 % global, 60 % GFP/Luc, 40 % Luc) et les souris non stentées
(progression chez 37,5 % global, 41,67 % GFP/Luc, 25 % Luc), mais avec toutefois plus de

progressions retrouvées chez les souris stentées.
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Nous avons pu observer 4 discordances entre les résultats de la bioluminescence et les

examens macroscopiques réalisés apres le sacrifice. Ainsi chez 3 souris stentées et 1 non

stentée on n'avait pas retrouvé de carcinose péritonéale lors de I'examen macroscopique final,

alors qu'une carcinose péritonéale limitée était décelée sur les images de bioluminescence 1

ou 2.

J7avant stent J7avant stent

Figure 2.27. Images de bioluminescence discordantes avec analyse macroscopique.

Résultats de la qRT-PCR

Les différentes dilutions effectuées avec I'ADNc des cellules CT 26 ont permis de
retrouver une efficacité proche de 100 % de la PCR GFP, autorisant la comparaison des
différentes valeurs obtenues.

Les valeurs de qRT-PCR étaient 1égérement supérieures dans le groupe des souris
stentées (moyenne de 6,66 + 4) par rapport aux souris non stentées (moyenne de 5,6 + 4,2)
mais sans différence significative (p = 0,61) tout comme dans l'analyse des souris ayant eu
plus de 6 jours de stent (moyenne de 7,15 £ 3,7 souris stentées contre 5,37 + 4,3 souris non

stentées, p = 0,31).
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Résultats de l'analyse des CTC

Dans le cadre de notre modéle, nous avons évalué la présence de CTC dans la
circulation sanguine et le résultat c’est avéré étre largement négatif pour les souris portant le
marqueur GFP (1 résultat +). Pour les souris portant le marqueur luciférase (7 résultats +), il
semblerait que I’identification de cellules DAPI + et luciférase + indique la présence de CTC
dans la circulation sanguine de ces souris mais ce résultat doit étre validé car la qualité du
marquage luciférase n’était pas optimale et doit étre encore améliorée afin de valider

définitivement la présence ou non de CTC.

La présence de CTC dans le sang a été observée de facon 1égérement plus fréquente (p
= 0,4) chez les souris non stentées (35 %) que chez les souris stentées (16,7 %). Les souris
CTC + ne présentaient pas de différence en termes de carcinose péritonéale, de volume

tumoral ou de durée de vie par rapport aux souris CTC-.
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Analyse histologique

L'analyse des prélévements de foie a permis d'objectiver les métastases hépatiques

observées macroscopiquement lors du sacrifice chez les souris stentées.

Figure 2.28. Métastases hépatiques chez des souris stentées, coloration HES, x2,5.

Cela a permis aussi dans 3 cas douteux en macroscopie lors du sacrifice, de redresser

le diagnostic entre un nodule de carcinose posé sur le foie et une véritable métastase

hépatique.
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Figure 2.29. Cas d'une souris non stentée avec un doute sur une métastase hépatique en

macroscopie qui a été confirmée par I'examen microscopique.

Figure 2.30. Cas de 2 souris stentées avec un doute sur des métastases hépatiques en

macroscopie, qui se sont avérées étre apres examen microscopique des nodules de carcinose

péritonéale.
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Apport et limites de l'analyse qualitative en bioluminescence

Pour les métastases hépatiques et notamment pour voir si leur apparition était liée

exclusivement au stent, on a pu évaluer la bioluminescence avant et apres le stent.

Avant (Luc) Apres (Luc)
Figure 2.31. Comparaisons qualitatives de bioluminescence en fonction du stent (avant/apres

pose du stent).

Sur la premiere série (GFP/Luc) on a I'impression que la métastase hépatique est apparue

apres le stent alors que sur la deuxiéme série (Luc) on a I'impression qu'elle pourrait étre déja

présente avant la pose du stent.

Cependant la distinction entre métastase hépatique et nodule de carcinose n'est pas

toujours facile en bioluminescence.
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J2 post stent J6 post stent

J6 (pas de stent) 21

Figure 2.32. Images de bioluminescence chez des souris avec des métastases hépatiques.

avant stent apres stent

apres stent

Figure 2.33. Images de bioluminescence de souris avec des images de nodules de carcinose

péritonéale.
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Afin de voir si on n’était pas passé a coté de métastases hépatiques devant des 1ésions
fixant dans la région du foie en bioluminescence, on a réalisé de fagon systématique un

examen histologique des foies de souris ayant des fixations suspectes de métastases

hépatiques comme ci-dessous.

Figure 2.34. Images de fixations en bioluminescence dans la région hépatique.

Tous les examens histologiques a la recherche de métastases hépatiques chez ces
souris se sont révélés négatifs indiquant que la différence est parfois difficile a faire entre un
nodule de carcinose et une métastase hépatique rien qu'avec la bioluminescence, surtout que

le foie occupe une grande partie de I'étage "sus-méso colique" chez la souris.
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Immunofluorescence

Les résultats de I’'immunofluorescence étaient négatifs, c'est a dire qu’on n’a pas
retrouvé de marquage GFP/Ki67 ou panCK, malgré des controles positifs. Cela provient peut-
étre de la différence de traitement des tissus entre le laboratoire d'anatomopathologie ou
¢étaient techniquées les lames et le laboratoire dans lequel ont été réalisées les

immunofluorescences.

Figure 2.35. Contrdle positif GFP x40 ; Figure 2.36. Absence de marquage GFP x10
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2.1.4. Conclusion de la 1°" série d’expériences

Au terme de cette 1°° série d’expériences, nous avons pu montrer que dans notre
modele murin la mise en place d’un stent en cas de tumeur colique occlusive diminuait de

fagon significative la survie.

La mise en place de ce stent était associée aussi a des facteurs de mauvais pronostic
puisque les taux de LDH étaient significativement plus élevés et qu’il y avait une tendance a

avoir plus de carcinose péritonéale et de métastases hépatiques chez les souris stentées.

Cela nous a donc confortés dans notre théorie que I’effet mécanique qu’exercait le
stent sur la tumeur colique pour lever 1’occlusion avait tendance a étre associé a un plus

mauvais pronostic oncologique en favorisant la dissémination tumorale.
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2.2.  2°"¢série d’expériences

Dans cette 2°™ série d’expériences nous avons voulu étudier I’impact de contraintes
mécaniques directement appliquées sur des cellules tumorales afin d’essayer de comprendre
quel était le véritable impact de la compression mécanique au niveau microscopique sur les
mécanismes de prolifération cellulaire et de dissémination métastatique (invasion...). Cette

premicre partie des expérimentations in vitro a été réalisée par Gaétan Mary du laboratoire

Matiere et Systémes Complexes (MSC), université Paris-Diderot.

2.2.1. Culture cellulaire

La lignée cellulaire CT-26 sauvage (CRL-2638; American Type Culture Collection
ATCC, Manassas, VA) est issue d'un adénocarcinome colique de souris immunocompétentes

BALBY/C traitée par le N-nitroso-N-méthylurethane.

Les cellules étaient cultivées dans du milieu DMEM (Gibco) enrichi avec 1%
d’antibiotiques (pénicilline+streptomycine) et 10% de sérum bovin feetal (Gibeo). Les
flasques utilisées étaient des flasques de culture de 75cm? avec 15 mL de DMEM par flasque.

Quand les cellules arrivaient a 90% de confluence, elles étaient détachées avec de la trypsine

a 0,05% et 0,53 mM EDTA (Gibco).
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2.2.2. Marquage magnétique des cellules

Le marquage magnétique des cellules a été réalisé avec des nanoparticules de maghémite

(oxyde de fer y-FE,03). Ces nanoparticules ont un diamétre moyen de 9 nm (écart type 28%).

Marquage Magnétique des cellules

e® ® * & ® Noyau
o T % et o4 cellulaire
L T ® o

endosomes
e%e ®e Nanoparticules

o
Cellule ®* o . *  magnétiques
Incubation en
présence des Endocytose des
nanoparticules nanoparticules
(sur la nuit)

.
s

Stockage dans les
cellules CT26 :
~ 17 pg/cellule

E— nomd
Fmagnétiaue

-

Figure 2.37. Marquage magnétique des cellules

Les nanoparticules sont conservées dans une solution aqueuse d’ions citrate a

concentration molaire de 1,24M, afin d’éviter leur agrégation.
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Pour s’assurer de la viabilité, mais aussi du bon marquage des cellules, le marquage
est effectué pendant toute une nuit (17 heures de marquage) avec des nanoparticules diluées
dans du milieu DMEM complémenté (i-e 10% SVF). Apres le marquage les cellules sont
rincées et laissées au repos pendant 1 heure dans du milieu DMEM complémenté. Les
nanoparticules pénétrent dans les cellules par endocytose puis sont concentrées apres
quelques heures dans des vésicules intracellulaires appelées endosomes (limitant la toxicité du
matériel introduit dans la cellule). Plusieurs concentrations ont été testées et une concentration
de 0,50 mM de fer a été choisie, donnant une masse de fer de 10,69 +/- 3,78 pg par cellule. La

quantité de fer par cellule a été évaluée par magnétophorese.

2.2.3. Magnétophorése et quantité de fer internalisée

Les cellules CT 26 ont été cultivées dans des flasques T75 et a 85% de confluence le
milieu a été remplacé par une solution de nanoparticules supplémentée en DMEM avec
différentes concentrations de fer. Aprés 17 heures de marquage, les flasques ont été lavées
avec du DMEM complémenté « propre » et les cellules ont été laissées au repos pendant 1
heure afin de permettre I’endocytose des nanoparticules encore présentes a leur surface et
baisser le stress. Les cellules ont été ensuite détachées puis suspendues dans du PBS
(Phosphate Buffer Saline solution, Gibco) et mises devant un aimant (B=135 MT, gradB=17

T/m).

A une échelle de temps courte, 2 forces sont exercées sur les cellules : la force
magnétique qui met les cellules en mouvement fv=Mcell*grad(B) (Mcell = moment
magnétique d’une cellule), et la force de frottement (loi de Stokes) qui agit contre le

mouvement Fstokes=6mnRcenVeen (Reell = rayon de la cellule, Vcell = volume de la cellule et
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n=10" Poisels, la viscosité du PBS). En supposant un équilibre entre les forces, la mesure de

oo » Reellvcell
la vélocité des cellules donne le moment magnétique des cellules Mcell=6gcrea—d(;. Le

moment moyen magnétique par masse de nanoparticule (Mnps (135 mT)/pg = 6.5¢-14
A.m*/pg) donne la masse de fer par cellule. Trois séries d’expérimentations distinctes ont été
réalisées avec les différentes conditions, avec approximativement une centaine de cellules par
condition, donnant la répartition du marquage en fonction des différentes conditions de
marquage. Pour la méme durée, un marquage avec une solution a 0,6mM donne le méme
poids de fer par cellule que pour des solutions plus concentrées. Cette condition a été
conservée pour toutes les expérimentations assurant un bon équilibre entre le marquage

magnétique des cellules et leur viabilité.

2.2.4. Test de viabilité cellulaire

L’impact d’un marquage magnétique a 0,6mM sur la viabilité cellulaire a été testé en
utilisant le test de viabilité au bleu alamar. Trois jours avant le marquage sur une nuit, les
cellules CT 26 ont été passées a partir d’une flasque T75 avec une confluence a 85%. 18 puits
d’une plaque de culture a 24 puits ont été remplis avec 5000 cellules. Apres 2 jours, les puits
avaient la méme confluence (85-90%). Les puits ont été lavés avec du PBS. 9 puits contrdles
ont été remplis avec 2 mL. de DMEM complémenté puis avec de la solution de marquage
(DMEM complémenté = nanoparticules, [Fe]=0,6mM). Apres 17 heures de marquage, tous

les puits ont été lavés puis remplis avec du milieu DMEM complémenté propre.

Immédiatement, 3 puits contrdles et 3 puits « marqués » ont été lavés avec du PBS et
remplis avec 500 pl d’une solution de bleu alamar a 10% avec du DMEM blanc (i-e sans

rouge de phénol, pas de FBS et 1% antibiotiques P/S). Pour montrer la cinétique de la
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métabolisation de 1’ Alamar, 100 pl de la solution d’Alamar ont été retirés de chaque puit
toutes les 20 minutes. La méme procédure a été réalisée pour les 3 puits contrdles et les puits
marqués 4 heures aprés le marquage magnétique. En raison de la confluence, les cellules dans
les 6 puits restants ont été passées le lendemain dans 6 puits d’une plaque de culture en
utilisant exactement le méme protocole entre les 2 conditions. Le lendemain, soit 2 jours apres
le marquage, le méme protocole du bleu alamar a été effectué. La cinétique du métabolisme
de I’alamar n’a montré aucune différence entre les cellules contrdles et les cellules marquées
pour les 3 dates testées. Cela montre I’absence d’effet néfaste de la méthode de marquage

magnétique des CT 26 sur leur viabilité.

2.2.5. Moulage magnétique des sphéroides de cellules CT 26

Le moulage des sphéroides a été basé sur des travaux antérieurs. (86)
Un gel d’agarose a 2% (Sigma-Aldrich, Type [-B, A 0576) a été préparé et chauffé jusqu’a
¢bullition et homogénéisation. 2,8 mL de solution ainsi chauffée ont été versés dans une boite
de Petri de 35 cm”. Avant refroidissement, 5 billes d’acier inoxydables de 1 mm (CIMAP) ont
été placées dans la solution. Les billes ont été maintenues par 5 aimants cylindriques de 6 x 2

mm (Supermagnete) placés en dessous de la boite, et maintenus par un support particulier.

&

1 2 3 4§§

o 5 2%

2 =3 S %

s o E
< | |
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Figure 2.38. Moulage magnétique des sphéroides.

(. Etape 1 : formation des moules

Bille en acier Moule d'agarose 1

~ /4
= ¢
kAimant permanent

-

o Etape 2 : dép6t des cellules magnétiques

é/ zaen

WL

15h

Milieu de culture

Sphéroide magnétique

Figure 2.39. Formation des moules et dépot des cellules.

Apres refroidissement, les billes ont été enlevées donnant donc des moules semi-

sphériques. Les boites de Petri ainsi formées ont été remplies avec 10 mL de DMEM

supplémenté. Les cellules CT 26 marquées ont été détachées de la flasque T75, centrifugées et

mises en suspension dans du milieu DMEM supplémenté. 250000 cellules magnétiques ont

¢été introduites dans chaque puit. Le lendemain les agrégats ainsi formés étaient suffisamment

cohésifs pour étre retirés des puits.

Ainsi ont été obtenus des agrégats sphéroidaux avec un diametre de 878 +/- 54 um. En

supposant que les sphéroides étaient « symétriques » le volume des sphéroides marqués

(MAG+) et non marqués (MAG-) était calculé selon le théoréme de Guldin : Vpheroia =
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2nS12d. Si2 est la surface de la demi-sphere écrasée, d est la distance entre le centre de masse

de la demi-sphere (baricentre) et I’axe de rotation du sphéroide (axe de symétrie).

Exemples de sphéroides obtenus par moulage magnétique

--

Diameétre 0,5 mm Diameétre 1 mm Diameétre 1,6 mm

Figure 2.40. Sphéroides de tailles différentes.
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2.2.6. Autre méthode de formation des sphéroides : goutte pendante

Principe de la formation des gouttes pendantes

Goutte + Cellules

Sphéroide formé

Figure 2.41. Méthode de formation des sphéroides par goutte pendante.
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Exemple de sphéroides obtenus par goutte pendante

500 cellules

Figure 2.42. Sphéroides de 500 et 2000 cellules

2000 cellules
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2.2.7. Derniére méthode de formation des sphéroides par pointe magnétique

Cellules
Magnétiques

Milieu de culture

support

Aimant

Pointe
Magnétique

Sphéroide formé apres quelques secondes

Figure 2.43. Formation des sphéroides par pointe magnétique.

et aprés une nuit a 37°C
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2.2.8. Compression magnétique des sphéroides marqués

Des aimants cylindriques de 6 x 6 mm (Supermagnete) ont été collés (Colle Silicon,

LOCTITE SI 5398) en dessous de boites de Petri stériles.

Figure 2.44. Aimants dans boites de Petri.

Ces boites sont moins adhérentes que des boites de cultures classiques. La colle est
séche apres 24 heures, permettant de mobiliser plus facilement cette chambre de compression
faite « maison ». En comparaison a des boites de Petri avec un fond en verre, 1’épaisseur de
«nos » boites (a peu prés 1 mm) n’a pas d’impact sur la déformation magnétique des

sphéroides (données non rapportées).

Aprées une nuit de culture, les sphéroides moulés magnétiquement ont été retirés des

puits et mis en culture avec (sphéroides MAG+) ou sans (sphéroides MAG-) aimants.

Pour les 2 conditions d’expérimentation, les sphéroides étaient cultivés dans un

incubateur (37°C, 5% de CO2) avec 2 ml de milieu DMEM complémenté.
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Pour quantifier la déformation des sphéroides MAG+, un aimant mobile était placé en
dessous d’une chambre de culture faite au laboratoire. La chambre de culture posséde une
facade vitrée permettant de visualiser cette déformation. Le plancher de la chambre est percé,

ici est utilisé le méme matériel que pour les boites de Petri de culture.

La température de la chambre était controlée et maintenue a 37°C par 2 tuyaux a
travers lesquels passait de I’eau contrdlée. La chambre était remplie avec du milieu

complémenté blanc DMEM et le pH était tamponné avec une solution d’HEPES.

Un sphéroide était introduit dans la chambre, vers la partie non adhérente du plancher

de celle-ci puis I’aimant était approché rapidement de la face externe du plancher.

La compression des sphéroides MAG+ a été mesurée en utilisant un appareil photo

maintenu par un dispositif fait au laboratoire.

La déformation des sphéroides a une petite échelle de temps a été mesurée avec une

photographie toutes les 5 secondes pendant les 10 premicres minutes.

Puis a plus long terme, les sphéroides étaient photographiés toutes les heures. Les

sphéroides MAG- ont été photographiés toutes les heures avec un microscope (LEYCA,

objectif x4), puis remis dans 1’incubateur apres chaque prise.
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2.2.9. Etablissement de la durée de compression pour les expérimentations

» Dépébt de 10° cellules

* Condition controéle : aimant retiré aprés 5s, 10 min, 1h

Figure 2.45. Différentes durées de compression des sphéroides par aimants.
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Ces premieres séries de compression ont permis de montrer que la compression devait étre

prolongée dans le temps, au moins 12 heures afin d’avoir une déformation maximale des

sphéroides.

Exemples de différentes durées de compression relaxations

» Agrégat laissé libre 24h
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* Agrégat écrasé 24h puis laissé en relaxation 24h

Figure 2.46. Exemples de sphéroides écrasés sous différentes conditions.

Le fait de relacher la compression magnétique avait tendance a redonner au sphéroide sa
forme initiale, ainsi il avait été convenu qu’il fallait absolument diminuer au maximum le
temps entre la fin de la compression et les expérimentations visant a étudier 1’effet de celle-ci

sur 1’évolution tumorale (in vitro ou in vivo).
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Choix entre les sphéroides de 0,5 mm et de 1 mm en fonction du changement de

morphologie suite a la déformation magnétique.

0,5 mm
ﬁ
1-nuit
compression
.
1mm
a 1-nuit

CODIP!‘OSSiOI\

ﬁ

b

Figure 2.47. Sphéroides de 0,5 et | mm apres une nuit de compression.

Sur des critéres uniquement morphologiques, une nuit de compression avait tendance a

engendrer une déformation plus importante sur des sphéroides de 1 mm versus de 0,5 mm.
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461 410
468 468 940 1024

(mm?)

Déformation apreés une nuit de compression magnétique

| | 0smm | lmm
~10% ~50%
~ 5% ~20%

Tableau 2.3. Caractéristiques morphologiques des sphéroides de 0,5 et | mm apres 1 nuit de

compression.

Cette tendance était confirmée lorsque les dimensions et la surface des sphéroides étaient

mesurées apres une nuit de compression.

Ainsi les sphéroides de 1 mm paraissaient subir les déformations morphologiques les plus

importantes suite & une compression magnétique.
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2.2.10. Mesure de ’effet de 1a compression griace au test bleu alamar avec les

différentes méthodes de formation des agrégats

-Tests avec des sphéroides de Imm (moulage magnétique)

170629
20000

80000

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000
[— [
n 12

o

"1 mmilbre W1 mmPlatP WECTL

Sphéroides de Imm (2 agrégats par condition), écrasement avec aimant de 6 mm, sur substrat

plastique (Plat P).
140000
170720
120000
100000
80000
60000
40000
20000
, = = 1 -
n 12 15 6
=1immlibre "®1mmPlat =CTL

Sphéroides de 1 mm, écrasement avec aimant de 6 mm, sur substrat plastique (Plat P)
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Moyennes

Sphéroides de 1 mm (15 par conditions) sur fond plastique avec aimants de 6 et 8 mm et

écrasement 48 heures.

100000 100000
80000 80000
3 8
: ﬂ \
5 60000 é 60000 %—
: 3 N \
: i \
= K
= 40000 40000 \
20000 20000 § ——
Libres comprimés Libres comprimés

Sphéroides de 1 mm a J3 libres et comprimés, test bleu alamar (prolifération).

La prolifération cellulaire, évaluée par le test bleu alamar, a tendance a augmenter avec la

durée de compression des sphéroides de 1 mm.



-Tests avec des sphéroides de 0,5 mm (moulage magnétique)

170629
120000
100000
80000
60000
40000
o . - . .
. — i |
J1 12
OS5 mmLlibre W05 mmMag ®OSmmPlaty W05 mmPlatP W1 mmlibre W1mmPlatP SCTL

Sphéroides de 0,5 mm et 1 mm (2 agrégats par condition), écrasement par pointe magnétique

(Mag), aimant de 6 mm sur verre (Plat V) ou boite bactério plastique (PlatP).

120000 170720

100000

80000
60000
40000
o ' . I
n )2 5 6

[+]

= 0,5 mm libre = 0,5 mm Mag = 0.5 mm Plat Verre = 0,5 mm Plat Bact =CTe

Sphéroides de 0,5 mm, écrasement par pointe magnétique (Mag), aimant de 6 mm sur verre

(Plat Verre) ou boite bactério plastique (Plat Bact).
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Moyennes

90000
80000
70000

60000

50000

40000

30000

20000

Hooos I
J2

Wiibre Wplatv WMag ECTL

Sphéroides de 0,5 mm (13 agrégats par condition), écrasés pendant 48 heures avec aimants de

6 mm sur fond verre (Plat V) ou fond verre avec pointes magnétiques (Mag)

100000

100000

80000

80000

60000

[-2]
]
(=3
=]

Intensité fluorescence

40000 40000

Intensité fluorescence

20000 20000

Libres comprimés libres comprimés

Sphéroides de 0,5 mm libres et comprimés a J3, test bleu alamar (prolifération)

Comme pour les sphéroides de 1 mm, I’augmentation de la durée de compression magnétique

a tendance aussi a augmenter le caractére prolifératif (test bleu alamar) des sphéroides de 0,5

mm.
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Tests avec des sphéroides de 1,6 mm (moulage magnétique)

170720
100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000
: 21 ] ] -
n 12 JS 16
™ 1,6 mmlibre W16 mmPlat ®WCTL

Sphéroides de 1,6 mm, écrasement avec aimant 6 mm, sur substrat plastique (Plat P)

Les expérimentations réalisées avec les sphéroides de 1,6 mm n’ont pas montré de franche
augmentation de la prolifération cellulaire en fonction de la durée de compression

magnétique.
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-Tests avec dépot de 10000 et 50000 cellules sur pointe magnétique

170629

" n

170629

160000
140000
120000
100000
=50k ke
20000
- 50m comp
n
- l
a0000
n n

Dépdt de 10000 et 50000 cellules sur pointes magnétiques (6 agrégats par puit) avec

¢crasement de quelques minutes puis retrait des aimants (libres) et écrasement constant

(Comp ou Mag).

160000

140000

120000

g
£ 100000
H
H

B Libres

g
g

B comprimés

Intensité fluores

g
g

&
g

Zot

g
g

Jour 1 Jour 3

Dépdt de 50000 cellules sur pointe magnétique avec agrégats libres et comprimés a 24 et 48

heures.

Ces expériences ont confirmé les résultats observés avec les sphéroides précédents (obtenus
par moulage magnétique) avec une augmentation de la prolifération cellulaire selon la durée

de compression magnétique.
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2.2.11. Test de prolifération cellulaire avec le Ki67

-tests avec dépots de 50000 cellules sur pointes magnétiques

Dapi Ki 67

Figure 2.48. Images DAPI et Ki67 sphéroides a J3 sans compression.

J1 libre
J1 comprimé

Figure 2.49. Images Ki 67 sphéroides a J1 avec et sans compression.
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J3 comprimé

J3 libre

Figure 2.50. Images Ki 67 sphéroides a J3 avec et sans compression.

Ces images d’expression nucléaire du Ki 67 (marqueur de la prolifération cellulaire, visible en
vert) n’ont pas permis d’observer de différence visuelle en fonction de la compression
magnétique ou non a J1 et J3 de sphéroides obtenus par dépot de 50000 cellules sur pointe

magnétique.
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Tests avec des sphéroides de 0,5 mm

0,5 mm; J3 libre 0,5 mm; J3 comprimé

DAPI

ki67

Jour 3, libre Jour 3, compressé
Figure 2.51. Images Ki 67 (vert) et DAPI (bleu) sphéroides 0,5 mm a J3 avec et sans

compression.

De méme, aucune différence d’expression du Ki67 n’a été observée sur ces sphéroides de 0,5

mm obtenus par moulage magnétique qu’ils étaient comprimés ou non pendant 3 jours.
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Tests avec des sphéroides de 1 mm

J3, libres

J3, comprimés

Figure 2.52. Images DAPI (bleu) et Ki67 (vert) de sphéroides de 1 mm a J3 avec et sans

compression.

Sur ces images, on note une augmentation nette de I’expression du Ki 67 et donc de la
prolifération cellulaire sur des sphéroides de 1 mm a J3 d’une compression magnétique par

rapport a des sphéroides non comprimés.
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2.2.12. Localisation des noyaux Ki67 +

Sphéroides de 0,5 mm

LOCALISATION NOYAUX K167+
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Figure 2.53. Localisation noyaux Ki67 dans des sphéroides de 0,5 mm.



Sphéroides de 1 mm

COMPARAISON RATIO D’AGREGATS 0,5 MM LIBRES ET COMPRIMES
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Figure 2.54. Localisation noyaux Ki67 dans des sphéroides de 1 mm avec et sans

compression.

La compression magnétique des sphéroides de 1 mm redistribue la localisation des noyaux
prolifératifs (Ki 67+) vers les couches plus internes de ces sphéroides, 1a ou la compression

est maximale par rapport aux sphéroides non comprimés dont les noyaux prolifératifs sont

localisés en périphérie de ceux-ci.
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Figure 2.55. Images DAPI et Ki67 du sphéroide 1 de 1 mm avec et sans compression.
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Sphéroide 2
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Figure 2.56. Images DAPI et Ki67 du sphéroide 2 de 1 mm avec et sans compression.
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Figure 2.57. Quantification noyaux Ki67 de sphéroides de 1 mm avec et sans compression.

La répétition des expériences de compression magnétique des sphéroides de 1 mm a confirmé

les résultats retrouvés plus haut a savoir une augmentation de la prolifération cellulaire dans

les couches internes des sphéroides ou la compression était maximale.
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Dépot de 50000 cellules sur pointe magnétique

Compression pendant 24 heures

libre Comprimé

Figure 2.58. Sphéroide 50000 cellules a J1 avec et sans compression.

Compression pendant 72 heures

libre Comprimé

Figure 2.59. Sphéroide 50000 cellules a J3 avec et sans compression.
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Figure 2.60. Quantification noyaux Ki67 de sphéroides 50000 cellules a J1 et J3 avec et sans

compression.

Aucune différence de prolifération cellulaire n’a été observé suite a la compression

magnétique de sphéroides formés par dépot de 50000 cellules sur pointe magnétique.
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2.2.13. Cryosection et immunofluorescence

Les sphéroides ont été fixés avec du paraformaldéhyde (PFA 4%, dans du PBS, Alfa
Aesar, référence J61899) pendant 1 heure a la température ambiante de la piece (RT), puis

conservés dans du PBS a 4°C. Les sphéroides MAG+ ont été fixés en présence de I’aimant.

Afin de réaliser la cryosection (section a froid) des sphéroides, ils ont été inclus dans
de I’OCT (Optimal Cutting Temperature compound, VWR chemicals, référence 361603E)
pendant 1 heure a température ambiante de la picce. Ensuite ils ont été congelés dans de
I’isopentane (GPR Rectapur, VWR référence 24872.260) puis plongés dans de I’azote liquide

et conservés a -20°C pendant toute une nuit.

Le lendemain, les agrégats étaient coupés en tranches de 20 um avec un cryostat. Les
tranches étaient déposées sur des lames adhérentes en verre (Superfrost Ultra Plus, Thermo
Scientific, référence J3800AMNZ) et conservés a -20°C.

Les échantillons étaient ensuite préparés pour I’immunofluorescence. Les échantillons
de cryosections étaient perméabilisés avec du Triton (Sigma-Alrich, Triton X-100, dilution
1/1000 dans du PBS) pendant 15 minutes a température ambiante de la piece. Les interactions
non spécifiques étaient bloquées par une solution d’albumine de sérum bovin a 5% (BSA,

Sigma Life Science, référence 05479) avec du PBS pendant 1 heure a température ambiante.

La protéine MMP9 était marquée en utilisant un anticorps primaire de lapin anti-
MMP-9 (Abcam, référence ab38898, dilution 1/200 avec 0,5% BSA pendant toute une nuit a
4°C) couplé avec un anticorps secondaire anti-lapin (Molecular Probe, Alexa Fluor 488 de
cheévre anti-lapin IgH (H+L), référence A11008, dilution 1/200 avec 0,5% BSA dans du PBS,

pendant 2 heures a température ambiante).
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Le marquage de la protéine Ki67 a été réalisé a la plateforme HistIM (Histologie,
Immunomarquage, Microdissection laser, Institut Cochin, Paris). La protéine Ki67 a été
marquée avec des anticorps anti-Ki67 (Ab 15580, lapin polyclonal, Abcam) couplé avec un

systéme de détection de polymére anti-lapin (Novolink™ DAB (polymer) kit, Levca).

Les noyaux ont ét¢ marqués au DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma Aldrich,
référence D95564, solution de 1 png/ml dans du PBS, pendant 30 minutes a température
ambiante). Enfin, les échantillons sont montés (Fluoromount Aqueous Mounting Medium,

Sigma, référence F4680) et conservés a -4°C apres congélation du systéeme de montage.

2.2.14. Analyse microscopique et des images

Les échantillons ont été visionnés avec un microscope confocal « REFF » et le logiciel
1Q 3.
La plupart des images affichées ont été prises avec un grossissement x60, utilisant une

reconstruction multiplans pour couvrir la totalité¢ de la surface des lames de cryosection.

Les images ont été obtenues avec le logiciel Image] (version 2.0.0-rc-68/1.521).

L’assemblage des images a été réalisé avec le module « Grid/Collection Stitching ». (87)

La détection et la localisation des noyaux exprimant le Ki67 ont été réalisées avec le
module « TrackMate v.3.8.0”°, (Gaussian Log detection). (88) La localisation et la
quantification des rayons a été fait avec un module crée au laboratoire (MATLAB R2016a

(9.0.0.341360), numéro de licence : 830200).
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2.2.15. Expérimentations in vivo

Les expérimentations animales ont ¢été réalisées dans le strict respect des
recommandations européennes en vigueur. Les animaux utilisés étaient des souris Balb/c de 6

semaines, acclimatées pendant 2 semaines au laboratoire avant les expérimentations.

Les sphéroides MAG- et MAG+ étaient enlevés de leur moule et cultivés pendant 2
jours en conditions stériles. Pour s’assurer de 1’intégrité des sphéroides des embouts de pipette
de grande taille étaient utilisées afin de pouvoir les manipuler sans les abimer. 10 sphéroides
dans 200 pl de milieu DMEM supplémenté étaient utilisés a chaque injection.

Pour D’injection intrapéritonéale, sous anesthésie générale (isoflurane), une petite
laparotomie médiane (0,5 a 1 cm de longueur) était réalisée puis 10 sphéroides étaient injectés
par souris directement dans la cavité abdominale vers le haut sous controle de la vue afin
d’éviter leur issue par la laparotomie. Apres injection le péritoine était refermé au fil (prolene

5/0) par des points séparés puis la peau fermée avec des agrafes.

Les souris étaient surveillées chaque jour avec acquisitions de bioluminescence toutes
les semaines. Les souris étaient sacrifiées a J13 (conformément a des modéles déja connus du

laboratoire). (89)

Apres le sacrifice, une inspection compléte de la cavité abdominale était réalisée et un
score de PCI adapté a la souris déterminé. Afin de le déterminer la cavité abdominale est divisée
en 9 cadrans notées de 0 a 8 et I’intestin gréle en 4 régions égales depuis son origine jusqu’au
codlon. Un score de 0 a 3 est attribué a chaque région en fonction de la présence ou non de
nodules de carcinose et leur taille (0 = absence de nodule, 1 = nodule entre 1 et 2 mm, 2 =

nodule entre 2 et 4 mm et 3 = nodules de plus 4 mm ou nodules confluents). Le score PCI varie

102



donc de 0 a 39 avec une carcinose péritonéale limitée si PCI < 10, intermédiaire si 11 < PCI >

20, et carcinose importante si PCI > 20.

A chaque fois des nodules de carcinose étaient prélevés pour analyse histologique et

directement mis dans du formol puis transmis au laboratoire d’anatomopathologie.

Egalement lors de la présence de 1ésions hépatiques celles-ci étaient systématiquement
prélevées afin d’avoir la confirmation histologique et de faire la différence entre un nodule de
carcinose et une métastase hépatique.

Des analyses de Ki67, de coloration de Pearls (pour rechercher la présence de fer dans
les échantillons prélevés), et la recherche de la béta-caténine étaient systématiquement réalisés

sur les nodules de carcinose péritonéales et les métastases hépatiques prélevés.

2.2.16. Résultats

Marquage magnétique et moulage des sphéroides

Les sphéroides moulés sont composés de cellules magnétiques et donc stimulables par des

champs magnétiques.
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Figure 2.61. Sphéroides avec ou sans déformation par aimant.

La figure ci-dessus montre 2 sphéroides placés sur une plaque de culture non adhérente. Un
aimant est placé en dessous du sphéroide de gauche (MAG+) pendant 2 jours et montre une

déformation rapide. L autre sphéroide (MAG-) est laissé libre.
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Figure 2.62. C : répartition des endosomes avec ou sans compression au microscope

¢lectronique. D : mesure de la déformation des sphéroides.

La mesure de la déformation du sphéroide est rapportée dans la figure D. Aprés 1 minute
de déformation magnétique il existait une réduction du diamétre initial de 16%, puis de 25%
aprés 10 minutes et enfin 51% apres quelques heures. Concernant le volume total du sphéroide,
il existait une baisse d’environ 10% de celui-ci aprés compression magnétique sans

augmentation au fil du temps témoignant d’une déformation maximale du sphéroide.

Les sphéroides contrdles non comprimés magnétiquement (MAG-) montraient apres 3
jours une augmentation 1égére de leur diametre (de 900 a 950 um) et un volume quasi stable.
Une analyse de microscopie électronique a transmission des sphéroides comprimés ou non a

été réalisée au 3™ jour (Figure C).
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Sans compression magnétique, les endosomes contenant les nanoparticules étaient
répartis de fagcon homogene dans les cellules, alors qu’avec une compression magnétique les

endosomes ¢étaient alignés selon un gradient de champ.

Quantification de la prolifération cellulaire

Les sphéroides MAG- et MAG+ étaient conservés 48 et 72 heures apres le moulage
(respectivement des sphéroides de 3 et 4 jours). Le marqueur de prolifération Ki67 et les noyaux
de cellules étaient marqués sur des cryosections de 20 um faites au centre des sphéroides MAG-

et MAG+ de 3 et 4 jours.
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Figure 2.63. A : cryosection compléte sphéroides MAG+/- a J3 ; B : cryosection sur les bords

sphéroides MAG+/- a J3-4 ; C : marquage noyaux Ki67.
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La figure ci-dessus représente les cryosections des sphéroides MAG+ et MAG- a
différentes dates. La figure A montre une cryosection complete des sphéroides MAG+ et MAG-
a 3 jours et la figure B uniquement les cryosections sur les bords (en périphérie) des sphéroides
MAG+ et MAG- aux 2 dates (J3/J4). Les noyaux « normaux » et noyaux Ki67+ ont ét€ marqués

sur chaque cryosection (Figure C).

Comme la forme des sphéroides MAG+ n’est plus sphérique, nous avons normalisé la
distance entre le centre du sphéroide et les noyaux Ki67+. Nous avons introduit le ratio de
distance R/R0 (Figure C). R représente la distance entre le centre du sphéroide et un noyau
Ki67+, et RO représente la distance entre le centre du sphéroide et le bord du sphéroide (rayon
du sphéroide) sur la méme ligne que celle passant par R.

Afin d’évaluer la différence de prolifération entre les sphéroides MAG+ et MAG-, le rapport

entre les noyaux Ki67+ et le nombre total de noyaux a été calculé (Figure A ci-dessous).
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Figure 2.64. % de noyaux Ki67+ de sphéroides MAG+/- a J3-4.
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Au 3°™ jour les sphéroides MAG- et MAG+ avaient un pourcentage de noyaux Ki67+
de 16,11 +/- 4,66% et 26,27 +/- 6% respectivement (n=3 pour chaque condition) montrant donc
une prolifération plus importante sous compression magnétique. Au 4™ jour, les sphéroides
MAG- et MAG+ avaient un pourcentage de noyaux Ki67+ respectivement de 4,46 +/- 1,39 %
et 9,95 +/- 4,34 % (n =3 MAG-, n=5 MAG+, p <0,05, T-Test).

Aussi, comme le montre la 17 figure, la localisation des noyaux Ki67+ semble étre
différente entre les sphéroides MAG+ et MAG-. Afin de les controler correctement, les rapports

R/RO de tous les noyaux Ki67+ de toutes les cryosections d’une méme condition

d’expérimentation ont été inclus ensemble.

Quantitativement, au 2°™ jour, (figure B ci-dessous) la distribution des noyaux Ki67+
(représentée par le rapport R/RO des noyaux Ki67+) montrait respectivement pour les
sphéroides MAG- et MAG+, une moyenne du rapport R/R0O de 0,86 +/- 0,15 et de 0,75 +/- 0,20

(respectivement n = 1915 noyaux Ki67+ et n = 2653 noyaux Ki67+, p < 0,005, T-Test).
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Figure 2.65. Distribution noyaux Ki67+ de sphéroides MAG+ (rouges) et MAG- (gris) a J3-4.
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Au 3°™ jour, la moyenne du rapport R/RO était de 0,84 +/- 0,15 pour les sphéroides
MAG- (n =937 noyaux Ki67+) et 0,68 +/- 0,22 pour les MAG+ (n = 2637 noyaux Ki67+), p <
0,005, T-Test. En comparant la distribution des noyaux Ki67+ des sphéroides MAG- et MAG+
aux différentes dates (figures C et D) on retrouve une modification nette de la localisation des

noyaux Ki67+ dans les sphéroides MAG+ vers leur centre.
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Figure 2.66. Distribution des noyaux Ki67+ sphéroides MAG+/- a J3 (C) et J4 (D).

La méme analyse a été réalisée avec les cryosections uniquement faites sur les bords des
sphéroides appelée moyenne locale du rapport R/RO et retrouvait également une différence de

localisation des noyaux Ki67+.

En effet, au 2°™ jour on retrouvait quantitativement une moyenne du rapport local de
J q y pp

0,83 +/- 0,03 pour les sphéroides MAG- et 0,71 +/- 0,097 pour les MAG+ (n = 3 pour chaque

condition).
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Au 3™ jour le rapport local était de 0,81 +/- 0,02 pour les sphéroides MAG- et de 0,62
+/- 0,10 pour les sphéroides MAG+ (n = 3 MAG- et n = 5 MAGH, p = 0,014) confirmant les
résultats de J2.

Ces résultats sont donc en adéquation avec les résultats des cryosections complétes des
sphéroides montrant une localisation plus importante au centre des noyaux Ki67+ et donc de la

prolifération cellulaire.

La prolifération cellulaire a été¢ également étudiée en utilisant des tests avec le bleu

d’alamar (Figure E).
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Figure 2.67. Prolifération des sphéroides MAG+/- par test bleu alamar.
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La moyenne de la valeur de la fluorescence a I’alamar a J3 des sphéroides MAG- a été

prise comme référence et arbitrairement mise a 100% (n = 15, 100 +/-12,5 %).

En comparaison a cette valeur de référence, les sphéroides MAG+ a J3 avaient une

valeur moyenne de fluorescence de 129 +/- 26,14 % (n =26, p < 0,005, T-Test).

A J4 les moyennes de fluorescence a I’alamar des sphéroides MAG- et MAG+ étaient
respectivement de 166,48 +/- 38,82 % et 262,51 +/- 15,20 % (n = 14 pour MAG- et n = 15 pour

MAGH, p <0,005, T-Test).

Tous ces résultats montrent donc une augmentation de la prolifération cellulaire pour
les sphéroides ayant été comprimés magnétiquement (MAG+) par rapport aux sphéroides
laissés libres (MAG-) avec un déplacement de cette prolifération du bord des sphéroides vers

le centre de celui-ci au fur et @ mesure que la compression magnétique se prolongeait.
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Marquage et quantification MMP-9

La métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9) était marquée sur des cryosections de 20 pm

de sphéroides MAG- et MAG+ de 3 jours.

A Jour 3 : MAG+ Jour 3 : MAG-
MM9

B Jour 3 : MAG+ Jour 3 : MAG-
#1 - MMP9 #1 - MMP9, DAPI #3 - MMP9 #3 - MMP9, DAPI

C Jour 3 : MAG+ Jour 3 : MAG-
#2 - MMP9 #2 - MMP9, DAPI #4 — MMP9, DAPI

Figure 2.68. Marquage MMP9 (rouge), DAPI (bleu) de sphéroides MAG+/- a J3.
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La figure A montre une vue globale des cryosections et les figures B et C représentent
respectivement des agrandissements au niveau des bords et du centre des sphéroides. Alors que
les sphéroides MAG- avaient une localisation de MMP-9 sur les bords du sphéroide et non au
centre, les sphéroides MAG+ exprimaient plutot MMP-9 au niveau de leur centre et non sur

leurs bords.

Nous avons mesuré¢ la distance de 1’expression de MMP-9 par rapport au bord des
sphéroides sur un rayon (n = 3 sphéroides MAG- et n = 2 sphéroides MAG+). Les distances
¢taient de 30,55 +/- 16,36 um pour les sphéroides MAG- et 68,58 +/- 42,44 um pour les MAG+

(n =280 mesures pour les MAG- et n = 104 mesures pour les MAG+, p < 0,005, T-Test).

Ceci démontre une augmentation de 1’expression de MMP-9 dans les sphéroides

comprimés magnétiquement au centre des agrégats.
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Figure 2.69. Distance expression MMP9 par rapport aux bords des sphéroides MAG+/-.
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2.2.17. Expérimentations in-vivo : injections intrapéritonéales de sphéroides

magnétiques.

Sacrifice
PCI

Compression

___________ Injection

® v

Figure 2.70. Schéma de I’expérimentation in vivo avec les sphéroides MAG+/-.

Les sphéroides étaient retirés de leur moule et cultivés pendant 3 jours avec ou sans
compression (MAG+ et MAG-). Ensuite 10 sphéroides (soit 2,5 millions de cellules) MAG+ et
10 MAG- étaient injectés dans le péritoine de souris Balb/C de 8 semaines par une courte

laparotomie via une pipette a gros embout afin d’éviter d’altérer les sphéroides.

Lors du sacrifice le score PCI moyen était de 20,8 +/- 2,74 pour les souris MAG+ et de

13,25 +/- 3,69 pour les souris MAG- (n = 8 pour les MAG+ et n = 10 pour les MAG-, p <

0,005).

115



Figure 2.71. Nodules de carcinose péritonéale (fleches blanches) dans différentes zones de

I’abdomen lors sacrifice souris MAG-+/-.

D
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* % %
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Figure 2.72. PCI moyen retrouvé lors du sacrifice des souris MAG+/-.
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Aussi il a été noté uniquement chez les souris MAG+ la présence de métastases
hépatiques (confirmées en histologie et différenciées de nodules de carcinose) (3/8 souris

MAG+ avec métastases hépatiques versus 0/10 souris MAG-, p = 0,07).
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Figure 2.73. M¢étastases hépatiques souris MAG+. Images macroscopiques (fléches blanches),

puis histologiques (HE : hématoxyline éosine, Pearls : fer, Ki67).
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Les prélévements (nodules de carcinose et métastases hépatiques) ont ét¢ marqués au

Ki67, Pearls et béta-caténine)

L’analyse du Ki67 sur les différents prélevements (nodules de carcinoses sur différents
prélévements) n’a pas permis de retrouver des différences significatives entre les souris MAG+

et MAG- avec des taux de Ki67 variant de maniére homogeéne entre 30 et 50%.

Aussi il n’a pas été retrouvé aussi bien sur les souris MAG+ que MAG- de localisation

nucléaire de la béta-caténine restant toujours cytoplasmique dans tous les prélévements réalisés.

Analyse de la bioluminescence

Des analyses de bioluminescence ont été réalisées selon le méme protocole que dans la

1 série d’expériences a J6 et J13 afin de suivre I’évolution de la carcinose péritonéale.
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Figure 2.74. Bioluminescence a J6 avec souris MAG+ (sphéroides comprimés) et MAG-

(libres).
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Jour 13 Bioluminescence
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Figure 2.75. Bioluminescence a J13 souris MAG+ (sphéroides comprimés) et MAG- (libres).

L’interprétation des données de la bioluminescence est a prendre avec précaution du fait

du faible nombre de souris évaluées et des aléas techniques.

Toutefois ces résultats semblent aller dans le méme sens que les données de I’analyse

finale macroscopique lors du sacrifice des souris avec une tendance a plus de régions touchées

et une intensité plus forte du signal de bioluminescence chez les souris ayant eu des injections

de sphéroides comprimés.
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2.2.18. Conclusions 2°™ série d’expériences

Au terme de cette 2éme série d’expériences nous avons pu donc observer que la
compression magnétique de sphéroides multicellulaires tumoraux avait tendance a augmenter

leur caractére prolifératif mais aussi invasif.

Cette prolifération était plutot observée au centre des sphéroides la ou la pression était

la plus forte plutdt qu’a leur périphérie.

Lorsqu’on injectait ces sphéroides multicellulaires tumoraux comprimés dans des
modeles animaux de carcinose péritonéale connus, on observait une carcinose péritonéale plus
importante et méme plus de métastases hépatiques que chez les souris ayant eu des injections

de sphéroides identiques mais non comprimés magnétiquement.

Tous ces résultats sont donc en faveur d’un effet néfaste de 1’application d’une
contrainte mécanique sur des cellules tumorales avec une tendance a augmenter leur caractcre

prolifératif, invasif et donc a péjorer le pronostic oncologique.
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2.3. 3™ série d’expériences

2.3.1. Injections intra-spléniques + laparotomie

La 1 série d’expérimentations a consisté a mettre en place un modéle murin d’injection
intra-splénique de cellules tumorales marquées magnétiquement et d’évaluer la distribution
des métastases hépatiques ainsi générées en fonction ou non de la mise en place d’aimants

au contact du foie. (90)

Les animaux utilisés étaient des souris Balb/c identiques a celles utilisées dans les

expériences précédentes, sous les mémes conditions d’hébergement et de préparation.

Les cellules utilisées étaient des cellules CT 26 marquées magnétiquement selon le

méme protocole que celui de la 2°™ série d’expériences ci-dessus.

Le nombre de cellules injectées dans la rate étaient de 2 millions.

Les manipulations étaient réalisées sous anesthésie générale a I’isoflurane.
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Une laparotomie médiane était réalisée puis tout d’abord apres exposition de la rate une
injection avec une aiguille fine de 27G puis contrdle du point de ponction par compression

douce afin d’éviter un saignement.

; V‘S»"\'“ ﬁ

Figure 2.76. Injection intrasplénique de cellules CT26 marquées magnétiquement par

laparotomie médiane.
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Ensuite un aimant était positionné en arriere du foie droit ou un fantdéme dans le groupe

controle (mémes dimensions, inox)

Figure 2.78. Aspect final de I’aimant positionné a proximité du foie.
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Enfin la laparotomie était fermée par des points séparés de fil non résorbable sur le

péritoine et des agrafes sur la peau.

Des acquisitions de bioluminescence puis un sacrifice en fonction de la tolérance
clinique et de I'importance de la maladie étaient prévus.
10 souris Balb/c ont été injectées avec pour 5 la mise en place d’un aimant et pour 5 autres

la mise en place d’un fantome.

Toutes les souris ayant eu un aimant sont mortes dans les 2 premiers jours alors que les

autres ont été sacrifiées au 15" jour.

Les acquisitions précoces de bioluminescence n’ont pas permis de mettre en évidence

de métastases hépatiques du fait de leur caractére trop précoce apres 1’injection. (90)

Figure 2.79. Bioluminescence a J6 apres injection intrasplénique (fixation splénique).
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Ainsi des implantations d’aimants seuls en arriere du foie droit sans injection intra-
splénique de cellules tumorales a été réalisé et a montré une mauvaise tolérance clinique

des aimants par les souris ayant entrainé leur sacrifice précoce.

2.3.2. Injection intra-spléniques + aimant sous cutané

La méme expérience a donc été réalisée mais cette fois ci avec simplement une petite

laparotomie sous costale gauche afin d’extérioriser la rate et injecter les cellules dont le

nombre a été réduit a 500000.

Figure 2.80. Injection intrasplénique de cellules CT 26 magnétiques par sous costale

gauche.
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Figure 2.81. Positionnement de 1’aimant en sous cutané en regard du foie.

L’aimant était cette fois-ci implanté en sous cutané en regard du foie droit dans
I’hypothése d’une mauvaise tolérance liée a son implantation en intra-péritonéal ; avec

implantation d’un fantdome au méme endroit chez les souris contrdles.

Mais le méme résultat a été observé qu’avec I’implantation de I’aimant en intra-

péritonéal avec un déces rapide des souris avec les aimants en moins de 48 heures alors

que les souris controles ont survécu. Les expérimentations ont donc été arrétées.
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2.3.3. Conclusions 3" série d’expéricences

Malheureusement 1’échec des expériences, notamment des souris avec implantation de
I’aimant, n’ont pas rendu possibles des comparaisons avec les souris sans aimant et n’ont
donc pas permis d’essayer de montrer a nouveau une différence de comportement tumoral en

fonction de 1’application ou non d’une contrainte mécanique.
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3. Discussion

Les deux principaux résultats de la premiére partie des expérimentations sont la diminution
significative de la survie et 1'augmentation significative des taux sériques de LDH en cas de
pose de stent colique pour une tumeur occlusive dans notre modéle murin.

La diminution de la survie en cas de pose de stent colique a déja été retrouvée chez
I’homme mais est encore sujette a controverses. (80,81,91)

Les causes de cette diminution de survie ne sont pas totalement connues, méme si le
stent semble étre associé¢ a de nombreux facteurs de mauvais pronostic du cancer colorectal
comme le relargage de cellules tumorales circulantes et la présence d’engainements péri-
nerveux et de perforations « silencieuses » c’est a dire vues a I’examen histologique de la piéce
de colectomie. (80,82—84)

Dans notre modele murin la diminution de survie semblait plutot étre liée a la maladie
tumorale qu’a des complications liées au stent car seulement 2 souris présentaient des
occlusions lors du sacrifice et celles-ci étaient en rapport avec des dysfonctions du stent lies a
une pose tardive avec une obstruction compléte de la lumiére colique dans un cas et des
dimensions de stent inadéquates dans l'autre. Or ces 2 paramétres sont aussi connus pour
engendrer plus d'échecs techniques en cas de pose de stent chez I'homme. (92-94)

Cette diminution de la survie en raison de la progression de la maladie néoplasique, était
dailleurs concordante avec le 2° résultat significatif de notre modéle murin qui est
l'augmentation du taux de LDH en cas de pose de stent colique. Il a d’ailleurs été montré chez
I’homme que I'augmentation du taux de LDH, chez les patients porteur d’un cancer colorectal,

était corrélée a un plus mauvais pronostic et prédictive d'une résistance a la radiothérapie et a

la chimiothérapie. (95,96)
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D'autre part, dans un mod¢le murin expérimental, I'augmentation des taux de LDH était
associ¢e au développement de métastases hépatiques, ce qui se rapproche également de nos
résultats expérimentaux qui ont retrouvé une tendance a l'augmentation des métastases
hépatiques en cas de pose de stent colique (p = 0,059). (95)

Enfin un autre mod¢le expérimental a montré que I'augmentation des taux de LDH chez
la souris était associée au caractére hypoxique des tumeurs, ce qui favorisait la progression
tumorale et était associée a un plus mauvais pronostic. (97)

La bioluminescence repose sur une réaction chimique entre une enzyme (la luciférase)
et son substrat (la luciférine), il ne peut donc a priori pas y avoir de faux positifs. (98—100)
Toutefois des discordances entre les données de la bioluminescence (ou plutét de leur
interprétation qualitative) et 1'examen macroscopique final lors du sacrifice des souris dans
notre modele ont été observées notamment concernant I’importance de la carcinose péritonéale.
Une explication pourrait étre que les images de la bioluminescence mettaient en évidence une
atteinte rétropéritonéale plutdt qu'une véritable carcinose péritonéale car les injections étaient
systématiquement réalisées en décubitus dorsal, a la face postérieure du cdlon avec donc un
risque d’essaimage du fait de la finesse de la paroi colique et de ses rapports étroits avec le
rétropéritoine.

Ainsi méme si la carcinose péritonéale était retrouvée plus fréquemment chez les souris
stentées lors de 1'examen macroscopique final, on ne peut pas conclure dans notre modéle murin
que la carcinose péritonéale observée soit exclusivement liée a la pose du stent, car elle était
déja présente a la bioluminescence avant la pose du stent de fagon plus fréquente (p = 0,04) que
chez les souris non stentées. Cette différence ne se retrouvait pas lors de la 2éme série de
bioluminescence, 1 semaine apres, mais il persistait juste une tendance a avoir plus de carcinose
péritonéale en cas de pose de stent. Cela peut étre en rapport avec une baisse de la sensibilité

de la bioluminescence qui peut étre secondaire a 'hypoxie (I'oxygene étant nécessaire a la
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réaction enzymatique de 1’analyse en bioluminescence), a la présence d'ascite, ou a un probléme
d'injection de la luciférine. (100,101) En effet il n'y avait pas de signal détecté dans 60 % des
souris non stentées Luc et 30 % des souris stentées Luc (p = 0,33), rendant 'analyse de la
bioluminescence qu'elle soit quantitative ou qualitative moins pertinente.

L'analyse de le progression qualitative en bioluminescence, lorsqu'elle était possible
c'est a dire avec 2 bonnes acquisitions interprétables, a retrouvé une tendance a une plus forte
progression chez les souris stentées (50 % global et 40 % Luc contre 37,5 % /25 % chez les
non stentées), différence qui se majorait en ne prenant que les souris ayant eu leur stent
pendant 6 jours minimum (75 % souris stentées versus 38,5 % souris non stentées, p = 0,2).
Ainsi, avec toutes les réserves de 1’analyse de la bioluminescence déja évoquées, il semblerait
que dans notre modéle murin la pose d’un stent colique favoriserait la progression des l1ésions
tumorales présentes peut-Etre par une modification du comportement des cellules tumorales
qui deviendraient plus agressives.

L'effet attendu du stent colique sur les cellules tumorales circulantes (CTC), qui a été
retrouvé chez ’homme, n'a pas été observé dans ce modele du fait tout d'abord des difficultés
techniques a les mettre en évidence avec des résultats pas encore définitifs. (82) Cela peut peut-
étre s'expliquer également par le moment ou les analyses de sang ont été faites puisqu'il a été
montré que les stents augmentaient les CTC chez I’homme mais immédiatement apres le geste,
or dans notre mode¢le la recherche de CTC était faite sur des prélévements lors du sacrifice (car
nécessitant un volume sanguin important) donc a distance de la pose du stent. (82)

Le volume tumoral significativement plus important retrouvé chez les souris non
stentées peut s'expliquer par la plus grande proportion de tumeurs occlusives dans le groupe
des souris stentées qui étaient plus petites peut étre du fait du moindre d'espace pour se
développer. Nous avons pu remarquer d'ailleurs de fagon surprenante que les souris non stentées

avec des tumeurs occlusives, généralement trop proches de l'anus pour la mise en place d'un
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stent, ne mourraient pas d'occlusion, peut-&tre a cause d'une plus grande plasticité du colon de
la souris expliquant alors aussi pourquoi l'effet mécanique du stent sur la tumeur primitive aurait
¢été moins important que prévu dans cette étude. Aussi la survie des souris ayant un volume
tumoral important (du moins au-dessus de la médiane) n'était pas diminuée, au contraire, sans
véritable explication puisque le volume tumoral n'était pas associé aux autres variables
pronostiques (métastases hépatiques et carcinose péritonéale).

Enfin les discordances entre 1'effet que peut avoir le stent sur la survie et I'amélioration
de celle-ci en cas de volumineuse tumeur et de fagcon beaucoup moins évidente en cas de CP
peut s'expliquer peut-étre par la technique d'injection orthotopique. En effet si les injections
¢étaient trop profondes dans la paroi colique, elles avaient tendance a donner des tumeurs a
développement extrinséque, voire une carcinose péritonéale ; et si elles étaient trop
superficielles, elles avaient tendance a ne pas donner naissance a une tumeur colique. Toutefois
l'impression de réaliser une injection "parfaite" n'était pas corrélée a l'obtention d'une tumeur
occlusive sans CP et/ou une atteinte rétropéritonéale ; et d’ailleurs dans ce groupe dit
« d’injections parfaites », on retrouvait sensiblement les mémes tendances que dans l'analyse
globale de I’ensemble des injections orthotopiques.

Afin de démontrer de fagon plus probante 1'effet propre du stent sur la dissémination
métastatique, nous aurions pu peut-étre utiliser des cellules moins agressives (avec un potentiel
métastatique moindre) pour que l'essentiel de la dissémination soit le fait du stent lui-méme.
Aussi il faudrait encore également plus maitriser la technique d'injection sous muqueuse afin

d'étre stir & chaque fois de ne pas disséminer des cellules.

Durant la 2™ série d’expériences, grace a des modeéles déja existants dans le

laboratoire, nous avons mis en place un modele expérimental de micro-tumeurs sous formes

de sphéroides marqués magnétiquement par des nanoparticules de fer afin de pouvoir les
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déformer et étudier les effets de la pression mécanique sur le comportement de ces micro-
tumeurs. (86)

La technique de marquage magnétique des cellules utilisée par endocytose de
nanoparticules de fer a déja été utilisée dans d’autres modeles expérimentaux et n’a pas
montré de de toxicité particuliere pour les cellules ou d’impact négatif sur leur métabolisme
(notamment concernant leur différenciation), y compris a long terme avec peu a peu, et selon
les différentes lignées cellulaires utilisées, une dégradation de ces nanoparticules. (102,103)
Cela a été vérifié d’ailleurs dans nos expérimentations avec des résultats similaires lors des
tests de viabilité cellulaire (tests bleu alamar) entre les cellules marquées magnétiquement et
les cellules non marquées.

Aussi la technique de marquage magnétique des cellules dans notre modele a permis
de créer des sphéroides de grande taille (I mm et plus) pouvant donc étre déformés largement.
Apres I’essai de plusieurs techniques de fabrication de sphéroides, celle du moulage
magnétique a été retenue du fait de sa simplicité, de sa reproductibilité et de sa rapidité
(simplement une nuit d’incubation pour former les sphéroides versus plusieurs jours pour les
autres techniques utilisant les puits d’agarose, ou la goutte pendante). Cette méthode de
moulage magnétique permet également de créer des agrégats de différentes formes en
fonction du moule utilisé (pas uniquement sphériques) ; elle peut donc étre utilisée dans de
nombreux modeles expérimentaux.

Les sphéroides étant composés de cellules marquées magnétiquement, I’application de
forces mécaniques externes est simple grace a 1’utilisation d’un simple aimant mis au contact
de ceux-ci entrainant des déformations importantes par le biais du champ magnétique ainsi
créé. Aussi ces larges déformations (allant jusqu’a une réduction de 50 % du diamétre des
sphéroides) n’ont pas de conséquence sur la viabilité¢ de ces cellules écrasées, comme en

témoignent les examens d’immunofluorescence réalisés au bout de quelques jours qui ne
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montraient pas de cellules mortes au sein des sphéroides, et ce malgré des déformations
maximales obtenues aprés un délai de compression de quelques heures (baisse du volume du
sphéroide de I’ordre de 10 % du volume total ne variant plus passé ce délai).

D’autre part la particularité de notre compression est tout d’abord son caractére
anisotropique, asymétrique du fait du type de la force exercée par I’aimant comparable a une
force de gravité magnétique avec pour les sphéroides comprimés une surface globalement
libre sauf au niveau de sa base située juste en regard de I’aimant dont elle est séparée par la
boite de Pétri. Cette pression mécanique s’exerce entre les cellules d’un méme sphéroide en
s’accentuant vers le bas (zone la plus proche de 1’aimant ou la pression est maximale).

La force mécanique exercée dans notre modele est donc bien différente de celles déja
¢tudiées auparavant comprimant des sphéroides dans des gels d’agarose ou dans des solutions
comprimées par un piston qui sont plutot a I’origine d’une pression isotropique, homogene.
(50,66,67,104-109) L’application d’un stress mécanique ou stress solide dans ces différents
modeles était en faveur d’un effet de baisse de la croissance des sphéroides li¢ principalement
a une baisse de la prolifération cellulaire (& part en périphérie du sphéroide) et & une
augmentation de 1I’apoptose (méme si les résultats étaient parfois contradictoires entre les
différentes études qui n’avaient pas les mémes protocoles de compression et les mémes
pressions de compression).

Cependant dans notre modele avec une compression différente, asymétrique, nous
avons retrouvé principalement une augmentation de la prolifération cellulaire au sein des
sphéroides comprimés magnétiquement (mise en évidence par le test au bleu alamar et la
recherche des noyaux Ki67+). Si dans les sphéroides non comprimés la prolifération cellulaire
a été retrouvée uniquement sur leurs bords, dans les sphéroides comprimés magnétiquement
la prolifération cellulaire était retrouvée plus a I’intérieur, au centre des sphéroides la ou la

pression était plus importante (et moins en surface 1a ou la pression était moins forte).
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En effet la pression sur la surface libre supérieure des sphéroides comprimés n’était
que de I’ordre de 50 Pa, alors que la force mécanique exercée au sein du sphéroide comprimé
¢tait de I’ordre de 100 g.

Ainsi la force appliquée dans notre modele est bien différente de celles appliquées
dans les autres modeles qui reflétaient d’avantage une pression qu’on pourrait qualifier de
« physiologique » correspondant a la pression exercée par le milieu extérieur dans lequel
grossit une tumeur (plutdt isotropique, et de plus faible puissance). (67,104,106,108,109)

Dans notre mode¢le la pression appliquée était plutdt anisotropique, maximale
(sphéroide incompressible) donc plutdt en faveur d’une pression « non physiologique » ou
pathologique. Ainsi nos résultats in vitro sont différents des autres modeles expérimentaux
avec une augmentation de la prolifération dans les zones les plus soumises a la pression
mécanique, comme cela a été aussi montré par une autre équipe appliquant sur leurs
sphéroides des forces mécaniques comparables aux notres. (110)

Les métalloprotéases sont des protéases extracellulaires ciblant la dégradation de la
matrice extracellulaire et qui sont souvent associées a une augmentation de la migration, de
I’invasion et de la dissémination des cellules tumorales. (111-114)

I1 a déja été montré que I’application d’un stress mécanique avait tendance a
augmenter 1’expression des métalloprotéases. (115)

D’autre part les cellules CT26 sont aussi connues pour exprimer la MMP-9. (116)

Ainsi nous avons étudié I’impact de nos déformations mécaniques sur 1’expression de
MMP-9 afin de savoir si en plus de ’augmentation de la prolifération cellulaire, la pression
mécanique exercée dans notre modele pouvait aussi favoriser la dissémination métastatique.
Nous avons retrouvé les mémes résultats qu’avec la répartition des noyaux Ki67 positifs,
c’est-a-dire une augmentation de 1’expression de MMP-9 a I’intérieur des sphéroides (au

centre) la ou la pression était la plus importante.
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Au terme de ces expériences in vitro de sphéroides multicellulaires comprimés
magnétiquement, I’application d’une forte contrainte mécanique semble donc favoriser la
prolifération cellulaire, I’invasion et la dissémination des cellules tumorales.

Dans la 2°™ série d’expériences in vivo, nous avons voulu savoir si cette tendance se
confirmait dans nos mod¢les murins connus de carcinose péritonéale.

Les principaux résultats ont confirmé les résultats obtenus in vitro avec tout d’abord
un index de carcinose péritonéale (reflétant ’importance de la maladie néoplasique) plus
important chez les souris ayant eu des sphéroides comprimés, témoignant de leur caractére
plus prolifératif en cas de compression mécanique se manifestant par une maladie péritonéale
plus évoluée et donc de moins bon pronostic.

Aussi il a été mis en évidence un caractere plus invasif des sphéroides comprimés par
la présence de métastases hépatiques uniquement chez les souris ayant eu des sphéroides
comprimés témoignant d’une plus grande dissémination métastatique en cas de compression
mécanique. L’analyse histologique des métastases hépatiques a permis premierement
d’éliminer les faux positifs (nodules de carcinose péritonéale posés sur la surface du foie) et
aussi de rattacher leur origine aux sphéroides injectés comprimés puisqu’on y retrouvait des
particules de fer a la coloration de Pearls comme dans les sphéroides injectés en intra-
péritonéal.

Par contre aucune différence n’a été retrouvée au niveau du % de Ki67 et de la
localisation de la béta-caténine sur les nodules de carcinose péritonéale chez les souris avec
compression ou non. Cela s’explique peut-€tre par le caracteére déja tres invasif des cellules

CT26 donnant des nodules d’emblée évolués et prolifératifs (Ki67 entre 30 et 50 %).
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4. Conclusions

Au terme de ces expérimentations nous avons pu montrer que I’application d’une
contrainte mécanique sur une tumeur ou une cellule tumorale avait tendance a changer leur
comportement.

En effet ’application de forces mécaniques sur des cellules tumorales a tendance a
stimuler leur prolifération mais aussi & modifier leur comportement en les rendant plus
invasives, favorisant ainsi la dissémination métastatique.

D’autre part nous avons eu I’impression, au travers de ce travail, que les conséquences
d’une contrainte mécanique sur le comportement tumoral étaient dépendantes de ’intensité de
celle-ci avec donc des résultats qui pouvaient étre complétement différents en fonction du
type et de I’intensité de la force mécanique appliquée.

Ainsi méme si cela n’a pas été¢ démontré clairement chez I’homme, cet aspect mécanique
et ses conséquences potentielles sur le comportement tumoral doivent étre donc pris en
compte lors du traitement d’une tumeur afin de ne pas péjorer le pronostic des patients
comme cela peut étre le cas avec une endoprothése colique.

Cela souleéve également un autre aspect de I’impact de la force mécanique et notamment
celui du microenvironnement sur la cancérogénése. Ainsi comme 1’ont suggéré certains dans
des modeles expérimentaux une pression mécanique du microenvironnement sur une cellule
pourrait la modifier et la rendre tumorale. L’aspect mécanique a donc aussi potentiellement un
role dans le phénomeéne de cancérisation et doit €tre pris en compte des lors qu’on étudie le

développement tumoral et la dissémination métastatique.
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5. Perspectives

-Afin de mieux mettre en évidence les modifications de comportement tumoral, et plus
particulierement les voies de mécanotransduction, en fonction de 1’application de contraintes
mécaniques il serait peut-&tre judicieux d’utiliser dans de futurs modeles expérimentaux des

cellules moins agressives que les CT 26.

-Aussi apres avoir travaillé sur les cellules tumorales elles-mémes, il serait intéressant
d’étudier plutdt le stroma tumoral et ses modifications en fonction des contraintes mécaniques
afin de voir I’effet sur la cancérogénese, mais aussi une fois la tumeur formée les
modifications de son comportement. Cela permettrait aussi d’étudier I’impact des
thérapeutiques sur ces tumeurs en fonction de leur stroma (comme cela est étudié par
certaines équipes dans les cancers du pancréas connus pour avoir un stroma dense) ; mais
¢galement I’intérét de mesures préventives passant par la « normalisation » d’un stroma
cellulaire afin d’éviter son évolution tumorale (comme par exemple pour les maladies

inflammatoires chroniques de I’intestin).

- Enfin I’étude de ces forces mécaniques serait intéressant a rechercher aussi dans
d’autres maladies comme la cirrhose hépatique entrainant une fibrose du foie, facteur de
risque de cancer. En effet la question qui peut se poser est de savoir s’il existe un effet
mécanique dans les phénomenes de thrombose vasculaire intra-hépatique pouvant conduire a
une modification de comportement cellulaire des espaces portes entrainant une évolution

tumorale.
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ABSTRACT

Background. Colonic self-expanding metallic stents
(SEMS) are used in obstructive colorectal cancer patients
as a bridge to surgery. However, its oncologic safety re-
mains uncertain. Therefore, we attempted to clarify this
further with an experimental study and constructed a
mouse model of colonic cancer.

Methods. CT26 cells were injected in the rectal wall, and
to mimic SEMS, a cardiac stent was inserted under en-
doscopy in occlusive (75 % lumen occlusion) tumors. We
set up a control group (n = 22) and a stent group (n = 16),
and the findings were compared. We focused on serum
lactate dehydrogenase (LDH) concentrations, circulating
tumor cells, survival time, peritoneal carcinomatosis, liver
metastases, and bioluminescence.

Results. One week after stent insertion, the serum LDH
concentrations were significantly higher in the stent group
(506 + 203 TU/L) compared to the controls (229 £ 52 IU/L)
(P = 0.005). The average survival time before sacrifice was
significantly lower in the stent group (15.2 & 1 days) com-
pared to the controls (20 £ 5 days) (P = 0.005). The
presence of a peritoneal carcinomatosis was more frequently
observed in the stent group (75 %) than in the controls
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(50 %). Liver metastases were observed in 19 % of the stent
group compared to the controls (4.5 %) (P = 0.29). After
multivariate analysis, the stent group was still found to be
associated with significantly lower survival time (P = 0.002).
Conclusions. These observations led us to conclude that in
our mouse model, SEMS resulted in an increased
metastatic process and a shorter survival time. We suggest,
therefore, that the utmost caution be exercised when opting
for a stent as a bridge to surgery.

Patients with an obstructive colorectal cancer pose a dilemma
for the surgeons because of the association of obstruction and
cancer. Previous studies have reported poor outcome and in-
creased postoperative mortality in such patients.' Emergency
surgery, though controversial, is an option in this situation,
although with a risk of high morbidity and mortality.*

In order to improve the situation, the use of colonic self-
expanding metallic stents (SEMS) has been proposed as a
bridge to surgery to relieve obstruction before elective
operation.® Initial studies have dealt with the feasibility, the
efficacy, and the decline in short-term morbidity after the
insertion of a colonic SEMS compared to emergency sur-
gery.”® Three multicenter randomized trials using colonic
SEMS were terminated prematurely because of safety
considerations related to colonic perforations and mor-
bidity.**'° However, in a meta-analysis, SEMS as a bridge
to surgery was found to have a high successful primary
anastomosis and low overall stoma rates, with no sig-
nificant difference in complications or mortality. Thus, it
was validated in the National Institute for Clinical Excel-
lence (NICE) process.*!! Moreover, a recent study showed
that SEMS was oncologically comparable to emergency
surgery with respect to overall survival, disease-free sur-
vival, and recurrence.'?
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Facteurs mécaniques de la dissémination tumorale

Résumé: les tumeurs ne se développent pas de fagon isolée mais ont besoin systématiquement de leur
microenvironnement avec lequel elles sont en constante interaction biochimique. La croissance d’une tumeur
entraine une augmentation de son volume qui se fait donc aux dépends des tissus environnants au sein desquels
elle se développe; ainsi la question est de savoir si dans ce processus de croissance tumorale il existe, en plus du
dialogue biochimique, des interactions mécaniques entre la tumeur et son environnement (ou la cellule tumorale
et son microenvironnement) liées a cette compétition dans 1’espace. N’ayant donc pas la preuve formelle dans
les études cliniques et/ou expérimentales disponibles que les contraintes mécaniques appliquées sur une cellule
tumorale ou une tumeur peuvent altérer le pronostic oncologique, nous avons décidé de I’étudier au travers de
plusieurs modeéles expérimentaux.

Ainsi nous avons donc tout d’abord voulu étudier dans une premiére série d’expériences I’'impact d’une force
mécanique exercée sur une tumeur primitive en récréant la situation de I’endoprothése digestive qui leve
I’occlusion liée a une tumeur du célon.

Nous avons donc mis en place un modéle murin de tumeur occlusive du cdlon puis testé les répercussions de la
mise en place d’une endoprothése.

Dans une 2°™ série d’expériences nous avons voulu étudier cet impact mécanique plus au niveau cellulaire avec
I’application de contraintes mécaniques sur les cellules tumorales utilisées dans notre premier modéle murin afin
de voir si les résultats étaient concordants tant au niveau microscopique que macroscopique.

Au terme de ces expérimentations nous avons pu montrer que 1’application d’une contrainte mécanique sur une
tumeur ou une cellule tumorale avait tendance a changer leur comportement. En effet I’application de forces
mécaniques sur des cellules tumorales a tendance a stimuler leur prolifération mais aussi a modifier leur
comportement en les rendant plus invasives, favorisant ainsi la dissémination métastatique. Ainsi méme si cela
n’a pas été démontré clairement chez ’homme, cet aspect mécanique et ses conséquences potentielles sur le
comportement tumoral doivent étre donc pris en compte lors du traitement d’une tumeur afin de ne pas péjorer le
pronostic des patients comme cela peut étre le cas avec une endoprothése colique.

Mots clés : tumeur; force; mécanique; prolifération; métastase ; pronostic.

Mechanical factors of metastatic dissemination.

Abstract: tumors do not grow in isolation but they need their microenvironment with which they are in constant
biochemical interaction. Tumor growth leads to an increase in its volume at the expense of the surrounding
tissues in which it develops; Thus, the question is whether in this process of tumor growth, in addition to the
biochemical dialogue, are there mechanical interactions between the tumor and its environment (or the tumor
cell and its microenvironment) related to this space competition? Therefore, having no formal proof in the
available clinical and / or experimental studies that the mechanical stresses applied to a tumor cell or a tumor can
alter the oncological prognosis, we decided to study it through several experimental models.

Thus we first wanted to study in a first series of experiments the impact of a mechanical force exerted on a
primary tumor by recreating the situation of the digestive stent that lifts the occlusion related to a tumor of the
colon .

We therefore set up a murine model of occlusive colon tumor and then tested the repercussions of the placement
of a stent.

In a second series of experiments we wanted to study this mechanical impact more at the cellular level with the
application of mechanical stress on the tumor cells used in our first mouse model to see if the results were
consistent at both microscopic and macroscopic levels.

At the end of these experiments we were able to show that the application of a mechanical stress on a tumor or
tumor cells tended to change their behavior. Indeed the application of mechanical stress on tumor cells tends to
stimulate their proliferation but also to change their behavior by making them more invasive, thus promoting
metastatic spread. Thus, although this has not been clearly demonstrated in humans, this mechanical aspect and
its potential consequences on tumor behavior must therefore be taken into account when treating a tumor so as
not to jeopardize the prognosis of patients as this may be the case with a colonic stent.

Keywords : tumor; stress; mechanical; proliferation; metastasis; prognosis.
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