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Résumé

Etant donné que I’environnement péri-tumoral semble jouer un réle prépondérant
dans le développement de tumeurs et que la littérature suggere que I’inflammation serait
bénéfique a la croissance tumorale, nous nous sommes intéressés a une cytokine anti-
inflammatoire, soit I’IL-13 et nous avons étudié son influence dans le développement du
lymphome. L’IL-13 est une protéine soluble sécrétée principalement par les cellules Th,
activées. Elle posséde de nombreuses propriétés et fonctions biologiques similaires & une
autre cytokine, I'IL-4 di au partage d’une sous-unité commune de leur récepteur, soit la
chaine IL-4Ra. Le patron d’expression des récepteurs de I'IL-13 est toutefois plus
restreint que celui de I’'IL-4, notamment en ce qui a trait aux cellules T qui n’expriment
pas de récepteur fonctionnel de I’IL-13. Des études récentes réalisées au sein de notre
laboratoire ont permis d’étudier I’effet in vivo de I'IL-13 sur le développement du
lymphome. En utilisant des transfectants stables de cellules de lymphome surexprimant
de fagon constitutive I'[L-13 murine, nous avons ainsi démontré que le développement
de tumeurs était supprimé de fagon significative chez les souris ayant recu ces cellules
par voie sous-cutanée et intra-thymique comparativement aux souris ayant regu les
cellules témoins. L’objectif général de mon projet de recherche visait a
caractériser le mécanisme d’action utilisé par I’'IL-13 pour induire une protection
contre le développement tumoral. En premier lieu, nous avons voulu mieux
comprendre le pouvoir anti-tumoral de I’IL-13. Nous avons, pour ce faire, réalisé des
expériences de prolifération a partir de splénocytes murins fraichement isolés placés en
culture avec des cellules de lymphome afin de déterminer I’effet de I’IL-13 sur la
prolifération des cellules du systéme immunitaire. En second lieu, nous avons ciblé les
cytokines et les mécanismes susceptibles d’étre modulés par I'IL-13. En comparant
Pactivité in vivo de lymphomes témoins ou surexprimant I’IL-13, nous avons démontré
que la migration des différentes populations leucocytaires dans I’environnement péri-
tumoral n’était pas modulée de fagon significative par la présence de I'IL-13. Des
résultats similaires ont été obtenus dans le cas de I’expression des génes reconnus comme
étant impliqués dans D’invasion tumorale, notamment les génes codant pour les

métalloprotéases de la matrice (MMPs) et les médiateurs de I’inflammation tels que le



TNFo et I'IL-1B. Suite a ces résultats, nous avons développé un protocole d’analyse
génomique nous permettant d’analyser de fagon plus globale les génes susceptibles d’étre
modulés par cette cytokine et ce, au niveau des cellules péri-tumorales. Plusieurs genes
dont P’expression était modulée par I’IL-13 ont ainsi pu étre identifiés. Finalement, nous
avons déterminé si le pouvoir anti-tumoral de I’IL-13 était restreint au lymphome ou si
cet effet protecteur contre le développement tumoral pouvait étre observé chez d’autres
types de cancer. Pour ce faire, des transfectants stables de carcinome mammaire murin
4T1 surexprimant constitutivement I’IL-13 ont été générés. Nos résultats ont démontré
que I'IL-13 ralentit de fagon significative la croissance de tumeurs mammaires, de méme
que leurs métastases. Finalement, nous avons développé un vecteur adénoviral exprimant
PIL-13 capable d’infecter les cellules lymphomateuses, ce qui nous permettra
éventuellement d’évaluer I’effet thérapeutique de 1’IL-13 via I’igfjection intra-tumorale de

Qu&é [Micien \ _
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Introduction

Le lymphome est un type de cancer affectant le systtme lymphatique et plus
particuliérement les lymphocytes T et B. Il existe deux types de lymphome : Hodgkinien
et non-Hodgkinien. Notre laboratoire s’intéresse aux lymphomes non-Hodgkiniens, qui

représentent 85% des cas de lymphomes diagnostiqués (Simon 2001).

Les expériences a €tre réalisées dans le cadre de mon projet de recherche font suite
aux recherches menées au sein de notre laboratoire par le Dr Olivier Robledo. En
utilisant un modéle murin syngénique, nous avions démontré que I’expression
constitutive de I'IL-13 dans les lymphomes inhibait leur croissance. Le mécanisme par
lequel I’IL-13 exerce son effet anti-tumoral demeure toutefois inconnu. Mon projet de
recherche visait donc a caractériser, a I’aide de ce modéle expérimental, le mécanisme
utilisé par I’IL-13 pour protéger contre le développement tumoral. Pour ce faire, nous
avons porté une attention particuliére aux cellules péri-tumorales exprimant le récepteur
de cette cytokine, puisque les cellules lymphomateuses T n’expriment pas de niveaux
détectables du récepteurs de 1°IL-13. De plus, d’autres lignées de cellules tumorales
murines ont été transfectées avec I’ADNc de I’IL-13 murine afin de déterminer 1’effet sur
d’autres types de tumeurs et sur la dissémination des cellules métastatiques. Nous avons
opté, dans ce cas, pour un modéle de carcinome mammaire murin, 4T1, soit un modéle
de cancer du sein largement utilisé et documenté dans la littérature. Une partie de mon
projet de recherche aura également consisté & générer un vecteur viral optimal pour le
lymphome T et & développer un vecteur adénoviral qui nous permettra éventuellement de
tester in vivo lefficacité de tels vecteurs en ce qui a trait 4 I’utilisation de I'IL-13 pour

induire la régression de la croissance tumorale.

Ce mémoire présente d’abord une revue de littérature traitant du lymphome, des
traitements utilisés, de I’importance de I’environnement péri-tumoral, notamment des
médiateurs inflammatoires, dans le développement tumoral, et de I’interleukine-13 et ses
propriétés. Dans la deuxiéme partie, une description du modéle expérimental et des
principaux éléments a la base des expériences sont présentés. Ensuite, une description

des résultats obtenus et la mise en contexte de ceux-ci complétent le mémoire.



1. Revue de littérature

1.1 Lymphome

Le mot « lymphome » constitue un terme général utilisé pour regrouper tous les
cancers ayant pour origine le systéme lymphatique, lequel est composé de nombreux
ganglions lymphatiques répartis dans tout I’organisme, tels que la rate, le tractus gastro-
intestinal et le thymus chez les enfants ainsi que des vaisseaux interagissant avec le
systtme circulatoire sanguin (Simon 2001). Le lymphome représente le cinquiéme
cancer causant le plus de mortalité dans le monde (Gouvernement du Canada 2002). On
distingue deux grandes catégories de lymphome: le lymphome Hodgkinien et le
lymphome non-Hodgkinien. Notre laboratoire s’intéresse plus particuliérement aux
lymphomes non-Hodgkiniens puisqu’ils constituent un type de cancers dont I’incidence
augmente de fagon importante, soit environ 3 % par année depuis 1970 (Longo 2000).
En 2002, 6 300 nouveaux cas de lymphomes non-Hodgkiniens ont été diagnostiqués au
Canada et 54 000 nouveaux cas aux Etats-unis (Vose, Chiu et al. 2002). La classification
des lymphomes est relativement complexe. Les lymphomes Hodgkiniens peuvent &tre
subdivisés en quatre types et les lymphomes non-Hodgkiniens en plus d’une vingtaine.
Cette subdivision des lymphomes non-Hodgkiniens repose sur plusieurs critéres ou
caractéristiques tels que le type et la morphologie cellulaires et la vitesse de croissance
tumorale (Simon 2001). Plusieurs systémes de classification pour les lymphomes non-
Hodgkiniens ont €té proposés dont le principal appelé « REAL » (Revised European
American Lymphomas classification). Ce systéme veut que les lymphomes soient
d’abord divisés selon les types cellulaires touchés (cellules B ou T). Par la suite, ils sont
redivisés selon le stade de maturité des cellules impliquées (matures ou immatures) et
finalement, selon I’apparence des cellules (caractéristiques génétiques, marqueurs
spécifiques) (Simon 2001). Toutefois, qu’il s’agisse de lymphomes Hodgkiniens ou non-
Hodgkiniens, les signes précurseurs sont trés similaires. L’apparition d’une masse ou
enflure au niveau d’une région riche en ganglions lymphatiques, bien souvent au niveau
du cou, au-dessus de la clavicule, au niveau des aisselles et prés de 1’aine est souvent le
premier signe de la maladie. D’autres manifestations telles que des sueurs nocturnes, une

perte de poids, de la fievre, de la fatigue, ainsi qu’une perte d’appétit peuvent également



étre observées. Puisque le lymphome peut atteindre la moelle osseuse, une anémie et des
saignements peuvent révéler la maladie (Kujas 2000). Toutefois, les différents
symptémes énumérés précédemment ne sont aucunement spécifiques au lymphome et
pourraient facilement étre la conséquence d’autres désordres : infection (ex : infection
par le virus Epstein-Barr), prise de médicaments, autres cancers, etc. (Kujas 2000). Afin
de confirmer un diagnostic de lymphome, il faut recourir a des examens médicaux plus
spécifiques tels qu’une biopsie, une scanographie, un test évaluant les fonctions
hépatiques et rénales ainsi que le taux de lactate déshydrogénase (LDH) sérique (Kujas
2000).

1.1.1 Les différents stades du lymphome

Malgré le fait que les lymphomes Hodgkinien et non-Hodgkinien présentent les
mémes manifestations cliniques, il importe de les distinguer lors du diagnostic puisque
leurs traitements sont fort différents. Le lymphome non-Hodgkinien se distingue du
lymphome Hodgkinien par le fait qu’il posséde une capacité accrue a se disséminer a un
site secondaire a la tumeur primaire. On appelle ce phénoméne la métastasie. La
métastasie, peu importe le type de cancer, est la principale cause de mortalité des suites
d’un cancer. Cela explique pourquoi le lymphome non-Hodgkinien est beaucoup plus
difficile a traiter. Les traitements visant 4 traiter le lymphome varient grandement selon
le stade de la maladie, du type cellulaire impliqué, de la localisation du cancer, etc.
(Simon 2001). Le stade le plus précoce du lymphome, soit le stade I, implique que le
lymphome touche seulement une région de ganglions ou un seul organe (Kujas 2000).
Le stade I, quant a lui, signifie que deux ou plusieurs régions de ganglions ou organes du
méme c6t€ du diaphragme sont atteints. Au stade III, le lymphome est retrouvé dans des
régions riches en ganglions ou dans des organes lymphoides et ce, des deux c6tés du
diaphragme. Le stade IV représente le stade le plus avancé de la maladie et implique que
le lymphome s’est disséminé via la circulation sanguine aux organes non-lymphoides

(cerveau, peau, ovaires, foie).



1.1.2 Problématiques associées aux traitements des lymphomes

Les traitements contre le lymphome sont grandement influencés par le stade
d’évolution de la maladie. Encore aujourd’hui, les traitements de chimiothérapie
utilisant des drogues tuant les cellules cancéreuses a travers ’organisme demeurent les
plus souvent recommandés et les plus efficaces. Celui qui est le plus fréquemment
prescrit s’appelle CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone)
(Kujas 2000). Des études ont démontré qu’une combinaison de chimiothérapie et de
radiations était davantage efficace et bénéfique puisqu’elle permettrait de réduire la dose
de drogue chimiothérapeutique a4 administrer et ainsi atténuer les effets secondaires
associés a ce type de traitement (nausées, vomissements, diarrhée, perte de cheveux et de
poids, anémie, dépression). Etant donné I’importance et le nombre d’effets secondaires,
il importe de développer de nouvelles thérapies afin de traiter le lymphome. Ainsi, de
plus en plus, les médecins ont recours a I’immunothérapie. Ce traitement repose sur
I’utilisation d’anticorps monoclonaux ayant les mémes propriétés que ceux naturellement
produits par I’organisme. Ainsi, ces derniers auraient la capacité de se fixer a des
protéines exprimées a la surface des cellules tumorales (antigénes tumoraux), rendant
ainsi les cellules plus vulnérables a I’attaque par d’autres types cellulaires du systéme
immunitaire (macrophages, cellules dendritiques, etc.). Les anticorps utilisés dans le
traitement du lymphome peuvent étre non-conjugués ou étre couplés a un agent radioactif
ou a une toxine qui va détruire la cellule tumorale lorsque fixés a celle-ci. Présentement,
il existe un anticorps monoclonal non-conjugué approuvé pour le traitement des
lymphomes. 11 s’agit de Rituximab, celui-ci étant dirigé contre la molécule de surface
CD20 exprimée sur les cellules B matures et la majorité des lymphomes B (Vose, Chiu et
al. 2002). Il pourrait également étre combiné & des traitements de chimiothérapie afin
d’en augmenter I’efficacité. Par contre, des effets secondaires tels que de la fiévre, des
nausées, des frissons, des maux de téte peuvent étre occasionnés suite a son utilisation. Il
existe de nombreux traitements alternatifs, basés sur I’immunothérapie, contre le
lymphome, notamment ceux ayant recours a I’interféron « et la transplantation de moelle

osseuse (Simon 2001).



1.1.3 L’ utilisation de la thérapie génique dans le traitement du lymphome

De plus en plus, les recherches portant sur le traitement du lymphome s’orientent
vers une nouvelle approche thérapeutique, soit la thérapie génique. Comme son nom
’indique, cette approche permet d’agir au niveau des génes du patient. Elle a bien
souvent recours a des vecteurs viraux afin de modifier ’expression de génes d’intérét et
son efficacité va dépendre en grande partie du choix de ce vecteur (Adams et Emerson
1998). Les vecteurs adénoviraux sont parmi les plus prometteurs pour les thérapies anti-
cancéreuses €tant donné que ces vecteurs, contrairement aux vecteurs rétroviraux, ont
une capacité trés limitée de s’intégrer dans le génome de la cellule, ce qui présente moins
de risque pour le patient (Adams et Emerson 1998). IIs permettent également
Iintégration d’un insert d’une taille importante et peuvent infecter un vaste spectre de
cellules, quiescentes ou en division. Cependant, une réponse immunitaire dirigée contre
le vecteur peut s’établir et entrainer 1’élimination de ce dernier par ’organisme (Green et
Seymour 2002). Ainsi, plusieurs paramétres liés aux vecteurs viraux demandent encore a

étre étudiés et améliorés.

En thérapie génique, il existe quatre fagons de modifier les génes chez un patient
(Adams et Emerson 1998). La premiére consiste a remplacer un géne défectueux ou a
insérer un geéne qui était complétement absent dans le génome d’une cellule via
Iutilisation de vecteurs viraux. Dans le cas du lymphome, il serait pertinent d’insérer
des génes suppresseurs de tumeurs ou des génes augmentant la sensibilité des cellules
tumorales aux drogues chimiothérapeutiques. Une deuxiéme fagon de procéder implique
une interférence avec un géne voulu par I'utilisation de molécules d’oligonucléotides
antisens spécifiquement créées pour interagir avec I’ADN ou I’ARNm d’un oncogéne,
empéchant ainsi son expression. A cet effet, une étude a ét€ menée a partir d’antisens
pour le géne codant pour Bcl-2, une molécule anti-apoptotique souvent surexprimée chez
les cellules tumorales (Webb, Cunningham et al. 1997). 1l est également possible
d’utiliser des molécules d’ARN appelées ribozymes ayant la capacité de cliver
spécifiquement des ARNm cibles. Finalement, la derniére fagon de procéder, celle qui
nous concerne plus particulierement, se dit immunopotentialisation. Elle consiste en

I’ajout d’un géne a Iintérieur d’une cellule tumorale afin d’en augmenter, par exemple,



son immunogénicité. A cet effet, le GM-CSF a fait ’objet de nombreux travaux et des
vaccins anti-tumoraux a base de cellules transfectées avec le géne de cette cytokine sont
présentement en essais cliniques (Chang, Chen et al. 2000). On peut ainsi faire exprimer
par une cellule tumorale le géne codant pour une molécule accessoire impliquée dans la
présentation d’antigéne telle que ICAM-1, B7 ou une cytokine (Pulaski et Ostrand-
Rosenberg 1998). Ce type de manipulation génétique a été réalisé avec succés dans le
cas de I’'[L-12 (Wadhwa, Zielske et al. 2002), une cytokine produite principalement par
les CPA (macrophages, monocytes, cellules dendritiques) et dont le réle principal est
d’activer les cellules T cytotoxiques et de stimuler les cellules NK, favorisant ainsi la
réponse Thl (Gately, Wolitzky et al. 1992; Trinchieri 1994). II a notamment été
démontré que I’injection intra-tumorale d’IL-2 et d’IL-12 via un vecteur viral de la
vaccine entrainait la régression de tumeurs déja établies (Chen, Timiryasova et al. 2001).
Cette thérapie anti-tumorale tire toute son importance du fait que I’environnement péri-

tumoral joue un réle déterminant dans I’évolution de la croissance tumorale.

1.2 Importance de Dinteraction des cellules tumorales avec
Penvironnement péri-tumoral dans le développement de nouvelles
approches thérapeutiques

Depuis longtemps déja, il a été postulé que I’environnement péri-tumoral jouait un
role important dans le développement de tumeurs. A cet effet, Virchow a émis
I’hypothése, en 1863, que I’origine des cancers se situait aux sites d’inflammation
chronique puisque certains irritants provoquant des blessures tissulaires entraineraient
une inflammation favorisant une prolifération cellulaire accrue (Balkwill et Mantovani
2001). 11 a été établi que les cellules tumorales, tout comme c’est le cas lors d’une
blessure tissulaire, produisent une variété de cytokines et chimiokines qui attirent les
leucocytes : neutrophiles, macrophages, ¢osinophiles, mastocytes et lymphocytes
(Coussens et Werb 2002). Toutes ces cellules sont des composantes du systéme
immunitaire et sont capables de produire un grand nombre de cytokines et médiateurs
cytotoxiques incluant des réactifs oxygénés, des sérine protéases, des métalloprotéases de

la matrice (MMPs), du TNFa, des interleukines, des interférons, etc. La littérature



suggére que I’inflammation et les médiateurs pro-inflammatoires seraient favorables,
dans certaines conditions, au développement de tumeurs (Coussens et Werb 2002). Dans
le cas du mélanome, par exemple, comme pour tous les tissus néoplasiques pratiquement,
les macrophages représentent une part importante des constituants pro-inflammatoires
infiltrant les tumeurs. Ces macrophages, appelés TAMs (Tumor Associated
Macrophages), produisent des facteurs pro-angiogéniques et lymphangiogéniques, des
cytokines, des protéases qui favoriseraient ainsi ’évolution du cancer. Ces macrophages
sécreétent également de I’IL-10, un puissant agent immunosuppresseur, entrainant une
inhibition de la réponse anti-tumorale par les cellules T cytotoxiques. Par contre, ces
mémes macrophages peuvent également tuer les cellules tumorales lorsque stimulés par
IIL-2, PIFNy et I'IL-12. Durant le développement du mélanome, les macrophages
activés vont sécréter du TGFP, du TNFa, de ’IL-1a et des protéases. En réponse a cette
production de substances, les mélanocytes vont sécréter de I’'IL-8 et VEGF-A, ce qui va
induire ’angiogénése dans la tumeur. De cette fagon, I’infiltration de macrophages

serait fortement reliée a I’invasion du mélanome (Coussens et Werb 2002).

1.2.1 Le rdle des médiateurs inflammatoires dans I’évolution de la tumeur

Cette infiltration de cellules immunitaires au niveau des tumeurs ou & proximité de
celles-ci entraine la production et la sécrétion de médiateurs oxygénés et nitrogénés par
les cellules immunitaires. Ces médiateurs réagissent et forment un agent fortement
mutagéne, le péroxynitrite, causant ainsi des mutations dans I’ADN, le plus souvent des
modifications dans les bases vont résulter en des mutations ponctuelles (Shacter et
Weitzman 2002). L’inflammation pourrait donc avoir pour conséquence une série de
mutations dans I’ADN des cellules environnantes et favoriser ainsi 1’émergence ou la
progression du cancer. On croit de plus en plus qu’un état d’équilibre entre les cytokines
et chimiokines pro- et anti-inflammatoires dans I’environnement péri-tumoral s’avére
déterminant pour I’évolution du développement du cancer (Coussens et Werb 2002). Par
exemple, dans le cas du mélanome, des expériences in vitro ont démontré qu’une
surexpression des chimiokines GROa, GROB ou GROy augmentait considérablement sa
prolifération et sa tumorigénicité alors que si on inhibe ces mémes chimiokines, sa

prolifération s’en trouve atténuée.
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FIGURE 1- Schéma illustrant Pinfluence de I’environnement péri-tumoral dans
I’évolution du développement tumoral. (Tiré de Coussens et Werb, Nature 2002)

De plus, les médiateurs pro-inflammatoires reldchés par les cellules immunitaires
lors d’une réaction inflammatoire vont provoquer une augmentation de I’expression de
certaines molécules d’adhésion (ex : sélectines, ICAM-1) 4 la surface cellulaire, facilitant
ainsi la migration des leucocytes vers le site d’inflammation (Coussens et Werb 2002).
Les cellules tumorales, en plus de profiter des médiateurs produits par les cellules
immunitaires pour croitre et se disséminer, peuvent utiliser ces molécules d’adhésion
pour favoriser leur migration et par le fait méme, leur nidification dans un site secondaire
a la tumeur {Fabbri 1999). Cette migration doit cependant étre facilitée par des protéases

telles que les MMPs (Basset 1997).

1.2.2 Les MMPs et la progression tumorale

Les MMPs forment une famille composée d’environ 23 membres a ce jour. Ce sont
des enzymes de dégradation dépendantes du zinc et du calcium qui ont une affinité pour
la gamme compléte des protéines de la matrice extracellulaire (Johnson, Dyer et al.
1998). Ces protéases sont impliquées dans plusieurs processus biologiques normaux et

pathologiques tels que I’angiogénese, le développement embryonnaire, 1’apoptose, la



migration cellulaire, la guérison, la reconstruction des os et dans plusieurs maladies
dégénératives dont [’arthrite rhumatoide, la dégradation de la barriére hémato-
encéphalique ainsi que dans la migration de lymphocytes et de cellules tumorales

(Johnson, Dyer et al. 1998) .

1.2.2.1 Structure des MMPs

Tous les membres de la famille possédent une homologie structurale et
fonctionnelle. La majorité des MMPs est constituée d’un pro-domaine contenant des
résidus conservés de cystéine assurant la latence des MMPs, un domaine catalytique et
un domaine incluant un site actif (Kleiner et Stetler-Stevenson 1999). MMP-2 et MMP-9,
ayant la capacité cliver la gélatine, possédent un domaine additionnel possédant un site
de liaison a la gélatine situé entre le domaine catalytique et le domaine actif (Kleiner et
Stetler-Stevenson 1999). La majorité des MMPs sont sécrétées a 1’exception des
MMPs-14 a 17 et MMPs-24 et 25 qui possédent un domaine additionnel trans-
membranaire (MT-MMPs) (Kleiner et Stetler-Stevenson 1999) (Visse et Nagase 2003).
Les MMPs sont classées arbitrairement et essentiellement selon leur similarité structurale
(Johnson, Dyer et al. 1998). Ainsi, on retrouve des gélatinases, des collagénases, des
stromélysines (Tableau I). Les MMPs-1-2-3-9 ont également la capacité de cliver I’IL-
1B et le TNFa, ce dernier étant considéré comme étant un puissant médiateur pro-
inflammatoire lorsque retrouvé sous forme soluble (Ito, Mukaiyama et al. 1996; Brigati,
Noonan et al. 2002).

1.2.2.2 Sécrétion et activation des MMPs

Les MMPs sont sécrétées sous forme inactive (zymogéne) et doivent étre activées
dans le milieu extracellulaire pour exercer leurs effets. Leur activation extracellulaire se
produit généralement en deux étapes. La premiére étape consiste en un clivage partiel de
leur pro-domaine par des activateurs de protéases (plasmine, plasminogen type urokinase
activator, sérine protéases, ou autres MMPs) et la deuxiéme étape constitue un clivage
final par une MMP, relargant 1’enzyme active (Nagase 1997). A cet effet, les MMPs-14 a
16 peuvent activer MMP-2 qui, elle, va activer a son tour MMP-9 (Kleiner et Stetler-

Stevenson 1999). L’activité des MMPs est induite par une augmentation synchronisée de
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la transcription, de la sécrétion et de I’activité protéolytique. Dans les tissus normaux,
elles présentent une trés faible activité protéolytique a 1’exception de MMP-2 qui est
souvent exprimée de fagon constitutive (Johnson, Dyer et al. 1998). Leur transcription,
fortement influencée par différentes cytokines et facteurs de croissance, varie selon le
type cellulaire impliqué (Goetzl, Banda et al. 1996). Ainsi, la transcription de MMP-9 va
étre induite par différentes cytokines, soit TGFB1, IL-1B, TNFa, bFGF et LT chez les
macrophages et fibroblastes alors que chez les lymphocytes T, elle va étre induite par
I’IL-1, le TNFa, IL-2 et I’'IL-4 (Saren, Welgus et al. 1996; Kossakowska, Edwards et al.
1999). De plus, les MMPs sont sécrétées par différents types cellulaires (neutrophiles,
macrophages, €osinophiles, cellules T) selon un patron d’expression spécifique a chaque
type cellulaire (Goetzl, Banda et al. 1996). Par exemple, les macrophages vont sécréter
les MMPs-1-2-3-9 et 12 alors que les cellules T vont produire essentiellement MMP-9.
Les MMPs, en plus d’étre sécrétées par les cellules immunitaires, vont étre produites par
les cellules stromales suite a leur stimulation par des médiateurs pro-inflammatoires

(Kleiner et Stetler-Stevenson 1999; Nagase et Woessner 1999; Coussens et Werb 2002).

1.2.2.3 Actions des MMPs

Paradoxalement, les MMPs ont la capacité de promouvoir la progression tumorale
ou de I’empécher. Ainsi, les MMPs (ex : MMP-2) ont la capacité de moduler le
recrutement des cellules immunitaires en clivant des composantes de la matrice extra-
cellulaire (ex: laminine-5) libérant ainsi des molécules chimioattractantes pour les
leucocytes telles que MCP, SDF-1, etc (Opdenakker et Van Damme 1992; Hooper,
Karran et al. 1997). De plus, certaines MMPs (ex: MMPs-3-7-9-12) activent
I’angiogénése. A cet effet, Bergers et al. ont rapporté, dans le cas de la carcinogénése des
ilots pancréatiques, que MMP-9 favorisait le caractére angiogénique en rendant VEGF
plus accessible pour son récepteur (Bergers, Brekken et al. 2000). Ces mémes MMPs
peuvent également libérer des fragments de collagéne de la membrane basale et de
plasminogéne qui s’avérent étre des inhibiteurs d’angiogénése (ex : angiostatine)
(Kleiner et Stetler-Stevenson 1999). Dans le cas de la majorité des cancers, I’expression
d’une ou de plusieurs MMPs est souvent augmentée, comme dans les cas de carcinomes

pulmonaires, des cancers colorectal et du sein, et du lymphome non-Hodgkinien
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(Kossakowska, Huchcroft et al. 1996). Des expériences antérieures réalisées au sein de
notre laboratoire ont permis d’établir que I’expression des MMPs, plus particuliérement
celle de MMP-9, était corrélée avec I’agressivité et le pouvoir métastatique du lymphome
T non-Hodgkinien (Aoudjit, Masure et al. 1999). Ainsi [’augmentation du caractére
métastatique d’un lymphome murin suite a des passages in vivo corréle avec une
augmentation de I’expression constitutive de MMP-9 (Lalancette et al. 2000). Bernhard
et al rapportent également une évidence montrant le lien entre 1’expression de MMP-9 et
le phénotype métastatique des cellules embryonnaires de rat transformées (Bernhard,
Gruber et al. 1994). Ces études illustrent clairement 1’implication des MMPs pour les
cellules tumorales dans le développement et la progression de celles-ci. Un moyen
efficace de déterminer I’influence d’un géne donné étant de I’inactiver chez la souris,
Itoh et al. ont généré des souris déficientes en MMP-9 en remplagant les exons 1 4 6 du
geéne codant pour MMP-9 par une cassette néomycine a I’aide d’un vecteur. Les études a
partir de ce modéle ont permis de démontrer que I’absence de MMP-9 diminuait

d’environ 50% le nombre de métastases pulmonaires (Itoh, Tanioka et al. 1999). .

Toutefois, il a été établi que les cellules tumorales ne sont pas la seule source de
MMP in vivo, et que les cellules saines entourant les cellules tumorales avaient
également cette capacité. Ainsi, une diminution de la formation de métastases chez les
souris déficientes en MMP-9 démontre un réle important de cette MMP provenant de
I’h6te (Coussens et al. 2000). Ces expériences ont fourni la premiére évidence voulant
que les cellules de I’'hdte sécrétant des MMPs soient grandement impliquées dans la
métastasie des cellules cancéreuses. Dans le méme ordre d’idées, Coussens et al. (2002)
avaient également observé que I’expression de MMP-9 n’était pas détectable chez les
cellules de peau saines alors qu’elle était augmentée lors d’hyperplasie ou de tissus
cancéreux. En utilisant un modéle de souris transgéniques de carcinogénése de la peau
induite par le papillomavirus humain de type 16, ’équipe du Dr Werb a démontré que
I’ablation génétique du géne MMP-9 induisait un retard du développement de
I’hyperplasie et de I’évolution vers un phénotype malin comparativement aux souris
témoins (MMP-9 **). Cependant, en restaurant la moelle osseuse de ces souris MMP-97-

avec des cellules souches provenant de souris MMP-9*", les souris MMP-9 ” ont
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développé une hyperplasie et une métastasie comparable aux souris MMP-9 **. Par cette
étude, il est possible de constater que MMP-9 fournie par les cellules de la moelle
osseuse est suffisante pour promouvoir la progression tumorale (Coussens, Tinkle et al.

2000).

1.2.2.4 Inhibiteurs de MMPs

Les membres de la famille des MMPs interagissent avec des inhibiteurs de
protéases appelés TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). Jusqu’a maintenant
quatre TIMPs ont été clonés, séquencés et ceux-ci inhibent généralement la forme active
des MMPs, mais parfois aussi a leur forme inactive tel que c’est le cas pour TIMP-1 et
pro-MMP-9 puis TIMP-2 et pro-MMP-2, en se liant de fagon non-covalente avec le site
actif de ces derniéres (Kleiner et Stetler-Stevenson 1999). Chaque TIMP peut se lier a
plusieurs MMPs, mais selon des degrés d’affinité variables. La production des TIMPs,
tout comme celle des MMPs, va étre influencée par différents facteurs et cytokines,
notamment les médiateurs pro-inflammatoires qui vont induire leur expression
(Kossakowska, Edwards et al. 1999) et cette derniére va varier en fonction du type
cellulaire stimulé. Ces TIMPs remplissent également plusieurs autres fonctions. A cet
effet, TIMP-1 promouvoit la croissance d’une variété de cellules, prévient I’apoptose des
cellules B et induit leur différenciation (Kossakowska, Edwards et al. 1999). Ils peuvent
également activer certaines MMPs. Ainsi, un déséquilibre entre les productions de
MMPs et de TIMPs provoquerait plusieurs pathologies telles que la métastasie, la
croissance tumorale, I’arthrite, les maladies cardiovasculaires, rendant ainsi les MMPs

attrayantes pour le développement de thérapies variées.

1.2.2.5 Essais cliniques a partir d’inhibiteurs synthétiques des MMPs

Plusieurs études cliniques ciblant les MMPs ont été réalisées a I’aide d’inhibiteurs
peptidiques. Certains inhibiteurs se sont avérés efficaces, notamment dans le cas du
traitement d’ulcéres cornéens, mais bien peu se sont avérés prometteurs en ce qui a trait
aux cancers (Johnson, Dyer et al. 1998). L’utilisation de ces inhibiteurs synthétiques de
MMPs est quelque peu risquée puisque, malgré le fait que les MMPs soient impliquées

dans plusieurs pathologies, elles occupent un réle important dans plusieurs processus
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biologiques normaux tels que ’angiogénése, la guérison de blessures, I’embryogénése et
la migration cellulaire. L’utilisation de tels inhibiteurs de MMPs, bloquant toutes les
fonctions d’une ou de plusieurs MMPs, a déja été testée en clinique et plusieurs effets
secondaires sérieux avaient été rapportés. Le risque le plus important de I’utilisation de
ces inhibiteurs vient du manque de sélectivit¢é de ces derniers, ce qui aurait pour
conséquence le blocage de I’activité de plusieurs MMPs simultanément (Johnson, Dyer
et al. 1998). Le développement d’inhibiteurs de MMPs spécifiques pour une maladie
donnée permettrait certainement de réduire les effets secondaires associés a ce type de
traitement. Par contre, puisqu’il existe plusieurs redondances dans leurs fonctions, le
traitement d’une maladie quelconque nécessiterait probablement le ciblage de plusieurs

MMPs, rendant la stratégie de traitement plutdt complexe.

Puisque I’inflammation semble de plus en plus favorable a la progression tumorale,
il est possible de croire qu’un déséquilibre en faveur des facteurs anti-inflammatoires
empécherait le développement de tumeurs. Dans cette optique, nous nous sommes donc
intéressés au potentiel de IL-13, qui par ses propriétés anti-inflammatoires, aurait la
capacité de diminuer la production de médiateurs pro-inflammatoires et de MMPs
responsables de la promotion de la progression tumorale. Cette cytokine pourrait ainsi
certainement étre envisagée dans le cadre d’un traitement contre le cancer, notamment

celui du lymphome T.



TABLEAU 1 : Classification des MMPs

# MMP Nom commun Substrats
1 Collagénase interstitielle Collagene type I-II-III-VII et X
2 Gélatinase A Gélatine
collagéne types I, IV, V laminine V
3 Stromélysine 1 Collagene types III, IV, IX et X
gélatine
proMMP-1
laminine
protéoglycans
7 Matrilysine Gélatine
Fibronectine
ProMMP-1
8 Collagénase neutrophile Collagéne types [, I1, III, VII et X
9 Gélatinase B Gélatine,
Collagene types I, IV, Vet X
10 Stromélysine 2 Collagene types III, IV, IX et X
Gélatine
ProMMP-1
Laminine
Protéoglycans
11 Stromélysine 3 Alpha-1-antiprotéase
12 Métalloélastase Elastine
13 Collagénase 3 Collagéne types I, I, III, VII et X
14 MTI1-MMP ProMMP-2
Gélatine
Collagéne
15 MT2-MMP ProMMP-2
16 MT3-MMP ProMMP-2
17 MT4-MMP inconnu
18/19 RASI-1 inconnu
20 Enamélysine Amélogénine
21 XMMP (Xenopus) Non-caractérisé
23 CA-MMP Non-caractérisé
24 MT5-MMP Non-caractérisé
25 MT6-MMP Non-caractérisé
26 Matrilysine 2 Non-caractérisé
27 CMMP (Gallus) Non-caractérisé
28 Epilysine Non-caractérisé

14

(Inspiré de Kleiner et Stetler-Stevenson, (Cancer Chemother.Pharmacol. 1999) et de

Visse et Nagase (Circulation Research, 2004)

1.3 L’interleukine —13
L’IL-13 appartient a la famille des cytokines incluant le GM-CSF, IL-3, IL-4 et
IL-5 (Chomarat and Banchereau 1998). L’IL-13 est une protéine soluble de 131 acides
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aminés, d’une masse moléculaire d’environ 10 kDa généralement retrouvée sous forme
non-glycosylée. Le géne codant pour I’IL-13 se trouve sur le chromosome 11 chez la
souris et forme un groupe avec les génes codant pour les cytokines énumérées ci-haut.
Le gene codant pour I’'IL-13 est constitué de quatre exons et trois introns. L’IL-13 est
sécrétée principalement par les cellules Th; activées, mais peut aussi étre sécrétée par les
basophiles, les mastocytes et les cellules B malignes (Chomarat et Banchereau 1998) et
semblerait non spécifique d’especes (Zurawski et de Vries 1994). L’IL-13 murine et
I’IL-13 humaine présentent une homologie de 58% dans la séquence en acides aminés de
leur région codante et exercent pratiquement les mémes effets sur les différents types
cellulaires (Zurawski et de Vries 1994) (Tableau II). L’IL-13 posséde de nombreuses
similarités fonctionnelles avec une autre cytokine de la méme famille, soit I'IL-4. Ces
nombreuses similitudes peuvent s’expliquer par le fait que ces deux cytokines partagent
une sous-unité commune de leur récepteur (Chomarat et Banchereau 1998). En effet,
’IL-13 posséde deux types de récepteurs dont le premier, IL-13Ral, est constitué de la
chaine o du récepteur de I'IL-4 et d’une des chaines o (1) du récepteur de I'IL-13,
menant ainsi & une méme signalisation suite & la liaison de I’IL-4 ou de I’'IL-13 a ce
récepteur (Skinnider, Kapp et al. 2001). La liaison des cytokines a ce récepteur a la
capacité d’initier une signalisation via plusieurs voies de signalisation, notamment la voie
JAK/STAT et Pl3-kinase (Chomarat et Banchereau 1998; Skinnider, Kapp et al. 2001).
Le deuxiéme récepteur de I’IL-13, constitué de la chaine IL-13Ra2, présente une plus
grande affinité pour I’IL-13 que le récepteur constitué de la chaine IL-13Ral et serait un
récepteur leurre. Il ne conduirait & aucune signalisation puisqu’il ne posséde pas de
motif pour la voie JAK/STAT (Wynn 2003). De plus, contrairement au récepteur
composé de la chaine a1, ce récepteur a été retrouvé sous forme soluble dans I’urine et le
sérum de souris (Wynn 2003). De nombreuses études ont démontré que le récepteur
constitué de la chaine IL-13Ra 2 était exprimé chez plusieurs types de cellules tumorales
humaines (gliomes, carcinomes des ovaires, carcinomes rénaux) (Smyth, Taniguchi et al.
2000) et cellules de culture primaire telles que des fibroblastes alors que son expression
n'est pas ou trés peu détectable chez les cellules immunitaires, endothéliales et certains
autres types de cancer (Murata, Husain et al. 1998). Il semblerait que 1’ajout du géne de

ce dernier a I'intérieur de cellules de cancer du sein humain et de cancer du pancréas
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réduirait la tumorigénicité de ces derniéres (Kawakami, Kawakami et al. 2001). Les
récepteurs de I'IL-13, tout comme ceux de I’IL-4, sont exprimés sur une grande variété
de cellules telles que cellules endothéliales, fibroblastes, cellules dendritiques,
monocytes/macrophages, cellules B et neutrophiles. La différence majeure existant entre
les récepteurs de ces deux cytokines réside dans le fait que les cellules T n’expriment pas
le récepteur fonctionnel de I’IL-13 alors qu’elles expriment celui de I’IL-4 (Zurawski et
de Vries 1994). Le patron d’expression du récepteur fonctionnel de 1’IL-13 est donc plus

restreint que celui de I’IL-4.

IL-4R tyé [ ER tpr{ \‘

R IL-4Ra IL-13Ra1

IL-4Rat | 1L-13Ra2

leurre

FIGURE 2- Récepteurs de Pinterleukine-13 et de Pinterleukine-4

(Inspiré de Skinniker, Leukemia and Lymphoma, 2002)

1.3.1 Les propriétés de I’IL-13

L’IL-13 est surtout connue pour ses propriétés anti-inflammatoires, bien qu’elle
posséde certaines propriétés pro-inflammatoires (Opal et DePalo 2000). Ces effets
physiologiques vont ainsi dépendre du moment du relargage de la cytokine, du milieu
dans lequel elle doit agir, de la présence d’agents compétitifs ou synergiques, ainsi que
de la densité des récepteurs présents a la surface cellulaire et le degré de réactivité des

tissus face a la cytokine (Opal et DePalo 2000). L’IL-13 exerce son pouvoir anti-
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inflammatoire principalement au niveau du macrophage, qui joue un rdle prépondérant
lors du processus inflammatoire. Des études ont démontré que I’IL-13 avait la capacité
d’inhiber, chez le macrophage, la voie de signalisation du TNFa/IL-1p, deux médiateurs
clés de I’inflammation et ce, en bloquant la transcription de ces génes (Doherty,
Kastelein et al. 1993). Chez le macrophage, de méme que dans d’autres types cellulaires,
I’IL-13 inhibe également la transcription de plusieurs autres génes, dont ceux codant
pour IL-6, IL-8, MIP-1, IL-1Ra, les MMPs, et ceux responsables de la sécrétion de NO
(Doherty, Kastelein et al. 1993). Les MMPs peuvent cliver la forme pro-IL-13
(intracellulaire) et la forme pro-TNFo (membranaire), dont la forme soluble est reconnue
comme étant un puissant médiateur pro-inflammatoire. De ce fait, I'IL-13 est considérée

comme un régulateur négatif des voies d’activation reliées a I’IL-1p et au TNFa.

L’IL-13 est impliquée dans plusieurs autres processus biologiques. Ainsi, elle est
responsable de la régulation de I’élimination de parasites présents dans le tractus gastro-
intestinal, de I’hypersensibilité¢ des voies respiratoires, de 1’inflammation allergique
(éosinophilie, production d’anticorps IgE), de la susceptibilité aux parasites
intracellulaires ainsi qu’a la fibrose et la reconstruction tissulaire (Wynn 2003). Quant
aux propriétés pro-inflammatoires exercées par I’IL-13, elles impliquent surtout les
cellules B, les cellules dendritiques et les cellules endothéliales. Ainsi, des études ont
démontré que I’IL-13 augmentait ’expression de plusieurs molécules d’adhésion
exprimées a la surface cellulaire, dont VCAM-1 (CD106), une molécule d’adhésion
exprimée sur ’endothélium vasculaire et responsable du recrutement leucocytaire lors de
réactions inflammatoires (Chomarat et Banchereau 1998). L’IL-13 augmenterait aussi
I’expression des molécules de CMH-II a la surface des cellules B, favorisant ainsi la
présentation d’antigénes (McKenzie, Culpepper et al. 1993). Chez I’humain, elle
favoriserait également la production d’anticorps par les cellules B pouvant favoriser
I’ADCC sur les cellules tumorales (Lai et Mosmann 1999). L’IL-13 aurait, de plus, la
capacité d’empécher le blocage de la différenciation des cellules dendritiques
généralement induite par les cellules tumorales (Menetrier-Caux, Thomachot et al. 2001),
favorisant ainsi la maturation des cellules dendritiques du sang chez I’humain (Romani,

Reider et al. 1996). Dans la plupart des tissus, les cellules dendritiques se trouvent a
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I’état immature et sont donc inaptes & ingérer des antigénes. En présence d’un stimulus
(ex : médiateurs inflammatoires), les cellules dendritiques immatures peuvent capter les
antigénes puis amorcer une maturation, acquérant ainsi la capacité a migrer, notamment
vers la rate et les ganglions lymphatiques ou elles vont terminer leur maturation,
présenter les antigénes captés et activer des lymphocytes T et B (Banchereau et Steinman

1998).

Malgré les capacités de I’IL-13 a stimuler une réponse immunitaire anti-tumorale,
plusieurs indications semblent favoriser I’hypothése que cette cytokine exercerait, du
moins dans certains types de cancers, un effet anti-tumoral via ses propriétés anti-
inflammatoires (Coussens et Werb, 2002). Dans certains cas, cependant, I’IL-13 peut
promouvoir la croissance de certaines cellules tumorales. Cet effet semble varier selon le
type de cellules tumorales. Par exemple, plusieurs lignées de cellules tumorales ont vu
leur croissance inhibée par I’IL-13; c’est le cas des cellules de carcinome rénal et du
cancer du sein (Serve, Oelmann et al. 1996). Dans le cas du lymphome Hodgkinien,
caractérisé par la présence de grosses cellules & noyaux multiples multilobés issues
principalement de cellules B (cellules Reed-Sternberg), plusieurs lignées surexpriment
I’IL-13 et son récepteur. De ce fait, I'IL-13 entrainerait, via un mécanisme autocrine, la

prolifération de celles-ci (Skinnider, Kapp et al. 2002).
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TABLEAU II: Activités biologiques des interleukines —4 et —13 humaines et

murines.

Types cellulaires

1L-4
murine

1L.-13
murine

1L-4
humaine

IL-13
humaine

Macrophages / monocytes

- CMH classe I

- Fcy receptors

-CD23

- Cytokines pro-inflammatoires

- Chimiokines (IL-8, MIP-1)

-IL-1Ra

- Fonction APC

e R o i R

- Activité ADCC

NT*

- Production de NO

5(——)—-)(—4——)(——>

*

5(——-)—><—<——><——>

*

Cellules B

- CMH classe II, CD23, CD71, CD72

- Prolifération

- Différenciation ( changement Ig)

—>|+|—>

e

>l+|—>

Cellules T

- Prolifération

Cellules endothéliales

- Molécules d’adhésion (VCAM-1)

Cellules dendritiques

- Différenciation / Maturation

+

+

+

+

*NT signifie « non-testé »

Références: Banchereau et Chomarat, Intern.Rev.Immunol.1997; Skinnider et al.,
Leukemia and Lymphoma, 2002; Zurawski et de Vries, Immunology Today, 1994

1.3.2 Utilisation d’un modéle expérimental de lymphome murin pour étudier I’effet

de I’IL-13 sur la croissance tumorale

Des lignées de lymphomes T peuvent étre établies & partir de lymphomes thymiques

induits par irradiation aux rayons X fractionnés chez de jeunes souris C57BL/6

(Lieberman, Decleve et al. 1979). Notre laboratoire a pu ainsi générer plusieurs lignées

de lymphomes T exprimant différents niveaux du complexe CD3/aBTcR a leur surface
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ainsi que des molécules accessoires CD4 et CD8. Ces lignées ont la capacité de générer
des lymphomes thymiques suite a leur inoculation intra-thymique (Aoudjit, Esteve et al.
1997). Elles ont également la capacité, lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse
chez les souris syngéniques, d’induire la formation de tumeurs lymphoides dans les
organes secondaires (rate, foie, reins, ganglions, ovaires, testicules, etc.), mais non dans
le thymus. Elles peuvent également former des tumeurs semi-solides avec formation de
métastases lorsqu’injectées par voie sous-cutanée dans les souris syngéniques adultes.
L’utilisation de ce modéle expérimental, par lequel des lignées de lymphomes peuvent
étre générées a partir de souris C57BL/6 génétiquement modifiées ou dans lesquelles des
génes peuvent étre insérés ou délétés, permet ainsi de déterminer I’influence de
paramétres spécifiques sur la croissance, la dissémination et le processus métastatique du

lymphome dans un modéle immunocompétent ou génétiquement modifié.

Le lymphome T, modéle a I’étude dans notre laboratoire, se caractérise par son
caractére métastatique. La métastasie, étant souvent la cause de mortalité par suite d’un
cancer, il importe de trouver des traitements afin de ’inhiber. Il a été rapporté que
I'inflammation favoriserait la croissance tumorale via une production contrélée de
médiateurs pro-inflammatoires et de MMPs par les cellules du systéme immunitaire.
Nous postulons que la présence de cytokines anti-inflammatoires telle que I’IL-13 dans
I’environnement péri-tumoral pourrait entrainer une diminution de croissance de la
tumeur. A cet effet, notre laboratoire a récemment initié une série d’études visant a
déterminer le role de I’IL-13 dans le développement du lymphome T. Nos résultats ont
démontré que ’expression constitutive de cette cytokine dans des transfectants stables de
lymphomes T supprime la croissance de lymphomes thymiques induits
expérimentalement par I’injection i.t. de cellules de lymphomes T (Tableau III, Robledo
et al. manuscrit en préparation). De méme, nous avons démontré que 1’'IL-13 supprime
la croissance de tumeurs lymphoides sous-cutanées. Les mécanismes par lesquels I’IL-
13 supprime cette croissance de méme que la spécificité de ses effets sur la croissance
tumorale demeurent toutefois inconnus. L’objectif de ce travail vise donc a caractériser
les effets de I’'IL-13 sur la croissance tumorale a partir de nos modéles expérimentaux.

Dans un premier temps, nous avons procédé a des analyses comparatives in vitro et in
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vivo entre les cellules de lymphomes T exprimant I’IL-13 et des cellules témoins
transfectées avec le vecteur parental afin de déterminer I’effet de I’IL-13 sur la réponse
lymphocytaire primaire. Pour ce faire, des splénocytes de souris ayant recu les cellules
de lymphome T exprimant ou non I’'IL-13 plusieurs mois auparavant ont été isolés et
placés en co-culture avec des cellules tumorales afin de déterminer si I’IL-13 pouvait
moduler I’index prolifératif des lymphocytes de la rate. Dans un deuxiéme temps, nous
avons exploré la possibilité que I’'IL-13 sécrétée par les cellules tumorales pouvait
moduler la migration leucocytaire. Pour ce faire, nous avons procédé a des
expérimentations avec un modeéle de poche d’air in vivo nous permettant de quantifier et
d’identifier, par cytométrie en flux, les différentes populations leucocytaires migrant au
niveau de la poche d’air injectée de cellules tumorales. Cette approche visait
spécifiquement a déterminer si I’IL-13 avait la capacité a recruter une ou plusieurs sous-
populations leucocytaires pouvant expliquer son effet protecteur contre le développement
tumoral. En effet, puisque les cellules de lymphome T ne possédent pas de récepteur
fonctionnel pour I'IL-13, comme nous l'avons démontré dans ce travail, les effets
observés se doivent d’étre indirects. Etant donné que des études ont démontré que I’'IL-
13 diminue la production de certains médiateurs pro inflammatoires et de MMPs,
notamment en inhibant la voie de signalisation IL-1/TNFa, nous avons ensuite étudié si
'IL-13 pouvait moduler ’expression de géne cibles connus comme étant régulés par
PIL-13 (ex: différentes MMPs, IL-1, TNFa). De méme, nous avons utilisé une
approche génomique afin d’analyser I’influence de I'IL-13 sur la modulation de
I’expression génique in vivo. Finalement, nous avons procédé a des études in vivo ayant
pour but de déterminer si I’effet de I’'IL-13 pouvait outrepasser le caractére agressif de
cellules hautement métastatiques, en utilisant spécifiquement un variant agressif du
lymphome T (S19) et un modéle murin de cancer du sein (4T1). Pour ce faire, nous
avons généré une série de transfectants stables utilisant les lignée de cellules hautement
métastatiques S19 et 4T1 et tester in vivo la capacité de I’'IL-13 & inhiber leur
dissémination/croissance. Finalement, il nous semblait primordial de développer un
moyen de traiter des tumeurs déja établies, d’ou la volonté de construire un vecteur viral

exprimant I’IL-13.
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Tableau III : Effet de Pexpression de PIL-13 sur la croissance de lymphomes T
(Robledo et al,. manuscrit en préparation)

Cellules Témoins Clone IL-13#25 Clone IL-13#13
Expérience | Voie | Dose | Mortalité Temps Mortalité Temps Mortalité Temps
des souris | moyen de | des souris | moyen de moyen de
survie survie survie
(jours) (jours) (jours)
#1 it 10° 7/7 35.0+ 3.1 0/7 >92.0 N.T. N.T.
#2 it. | 5x10° 5/10 392+7.7 0/10 > 60.0 N.T. N.T.
#3 S.C. 10’ 12/24 25.0+ 8.6 0/12 > 60.0 0/12 > 60.0
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2.0 Matériel et méthodes

2.1 Lignées cellulaires et réactifs

La lignée de lymphome T 267 a été établie & partir d’un lymphome thymique radio-induit
chez la souris C57BL/6 (H-2°) (Lieberman, Decleve et al. 1979). La lignée 267 est peu
agressive, étant incapable de former des tumeurs suite a4 son injection par voie
intraveineuse a des souris ICAM-1-déficientes, lesquelles sont résistantes au
développement de tumeurs lymphoides (Aoudjit, Potworowski et al. 1998). La lignée de
lymphome 164T2S19 (S19) est une lignée de cellules tumorales agressives dérivée aprés
19 passages in vivo a partir d’'un lymphome primaire 164T2 généré par voie
intraveineuse et dont les cellules tumorales ont été récupérées a partir de la rate.
Contrairement a la lignée parentale 164T2, le caractére agressif de ce lymphome le rend
capable de former des tumeurs chez les souris ICAM-1 déficientes (Lalancette, Aoudjit
et al. 2000). Les cellules 4T1 constituent des cellules de carcinome mamimaire provenant
de souris BALB/c (H-2%). Les cellules CH27 constituent des cellules de lymphome B
murin et les cellules b-End-3, des cellules endothéliales murines. Les cellules 4T1,
COS-7, B16, CH27 et b-End-3 proviennent de ’ATCC (American Type Culture
Collection, Mannasas, VA). Les cellules 293 sont des cellules de rein embryonnaire
humain transformées qui nous ont été gracieusement fournies par le laboratoire du Dr
Bernard Massie (Conseil de Recherche National du Canada, Montréal, Qc) et les cellules
COS-7 sont des cellules de rein transformées provenant du singe vert d’Afrique. Des
transfectants stables de cellules de lymphome 267 et S19, de cellules de mélanome
B16F10 ont été générés a partir du vecteur Sra sans ADN complémentaire (ADNc) ou
contenant I’ADNc codant pour le géne de I’IL-13 murine (GenBank NM008355) selon la
méthode de Brown et al. (Brown, Zurawski et al. 1989). Ces transfectants ont été
générés par le Dr Olivier Robledo et ont été identifiés comme suit : 267-Sra24 (clone de
cellules 267 utilisé comme témoin suite & une transfection avec le vecteur Sra) et 267-
IL-13#25 (clone exprimant le géne codant pour I'IL-13 murine), S19-Sra#A et S19-IL-
13#5, B16-Sro#1 et Sra#2 et B16-IL-13#4 et IL-13#7. Des transfectants stables de

cellules de carcinome mammaire 4T1 ont également été générés a partir des mémes
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vecteurs et ces derniers ont été identifiés 4T1-Sro#5, 4T1-IL-13#38 et 4T1-IL-13#45.
Les lignées cellulaires 267, S19, B16, COS-7, CH27, b-End-3 ainsi que des splénocytes
murins frais ont été cultivés en présence de milieu RPMI-1640 (Gibco-BRL, Grand
Island, N.Y, E-U) contenant 2mM de glutamine (Gibco-BRL), 10 mM de tampon
HEPES (Gibco-BRL), les antibiotiques pénicilline et streptomycine (Gibco-BRL), 2-
mercaptoéthanol et supplémenté de 10% de SVF (Gibco-BRL) inactivé. Les cellules
4T1 ont été cultivées dans du milieu RPMI-1640 contenant 2 mM de glutamine, 10 mM
de tampon HEPES, les antibiotiques pénicilline et streptomycine, 80 mg/ml de
bicarbonate de sodium (Gibco-BRL), 1 mM de pyruvate de sodium (Gibco-BRL) et
supplémenté de 10 % de SVF inactivé. Les cellules 293, pour leur part, ont été
maintenues dans du milieu DMEM (Gibco-BRL) contenant les mémes quantités de
glutamine, antibiotiques, HEPES, 2-mercaptoéthanol et de SVF inactivé que les milieux
précédemment décrits. Les cultures ont été incubées dans une atmosphére humide a une

température de 37° C et a 5% de CO,.

2.2 Animaux

Les souris C57BL/6 (Thy1.2; CD90.2) et les souris C57BL/Kathy (Thyl.1 ; CD90.1) ont
été obtenues a partir de nos élevages sous des conditions stériles. Les souris BALB/c
femelles ont été obtenues de chez Charles River (St-Constant, Qc) et ont été utilisées lors
des expériences de croissance tumorale avec les cellules 4T1. Des souris C57BL/6 et
C57BL/Kathy dgées de 4 a 6 semaines ont servi pour les expériences nécessitant des
injections intra-thymiques et des souris C57BL/Kathy 4gées entre 6 4 10 semaines ont été
utilisées pour les expériences de poche d'air. Les souris utilisées lors des injections intra-
thymiques ont subi une anesthésie générale par I’injection intra-péritonéale d’une
solution de 0,1% xylazine (Bayer Inc., Ont.) et 1,0% kétamine (Ayerst-Veterinary
Laboratories, Ont.) avant I’intervention. Les expériences nécessitant les cellules de
mélanome B16 ont été réalisées par voie sous-cutanée avec des souris C57BL/6 et
C57BL/Kathy méles et femelles alors que des souris C57BL/6 males uniquement ont
servi aux expériences avec les cellules 267-Sra#24 et 267-IL-13#25 injectées par voie

intraveineuse. Lors des injections intra-thymiques, les cellules ont été injectées en
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utilisant un volume de 10 pl/lobe thymique ; de 200 ul lors des injections intraveineuses
et sous-cutanées ; et de 100 pl lors des injections sous-cutanées au niveau de la glande

mammaire.

2.3 Test de prolifération cellulaire

2.3.1 Isolement de splénocytes murins

Des souris C57BL/6 ayant été injectées par voie sous-cutanée avec des cellules 267-Sra
#24 ou 267-IL-13#25 ont été sacrifiées un & quatre mois aprés ’injection de cellules
tumorales et leur rate prélevée dans des conditions stériles. Une suspension cellulaire
mono-dispersée a €té préparée et lavée par centrifugation avec du PBS (Gibco-BRL).
Des culots cellulaires ont ensuite été resuspendus dans 1 ml de PBS stérile puis filtrés sur
laine de nylon stérile. Les globules rouges ont été éliminés par les méthodes
traditionnelles faisant appel a un tampon hypotonique (0,1 mM EDTA, 300 mM NH,CI
et 20 mM KHCO;3).

2.3.2 Mise en co-culture de splénocytes

a) Co-culture en présence de cellules tumorales

Les splénocytes isolés ont été mis en culture a raison de 5x10°, 10° et 5x10* cellules par
puit dans un volume de 50 pl de milieu complet dans un plateau de 96 puits (Costar).
Des cellules tumorales (267 ou B16) préalablement irradiées a 6000 rads par un appareil
Gamma cell 220 (Nordion International, Ont.) ont été ajoutées aux splénocytes & raison
de 10* cellules par puit dans un volume de 50 pl de milieu de culture complet. Un pCi
de thymidine tritiée (Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, Qc) a été ajouté a chaque puit
apres une co-culture de 24h et les plateaux ont été incubés pour une autre période de 24 h
afin de mesurer la prolifération cellulaire. La mesure de la prolifération s’est effectuée
avec I’aide des appareils Tomtec MACH III (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, E-
U) et TRILUX 1450 Microbeta (Wallac).
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b) Co-culture en Trans-well

Des splénocytes provenant de souris C57BL/6 ont été recueillis, isolés, et mis en culture
dans des plateaux de 24 puits dont les 12 puits centraux étaient des «trans-well» (Costar).
Des aliquots de 10° splénocytes ont été placés dans 0,6 ml de milieu de culture complet et
mis en contact avec 10° cellules tumorales (267 ou B16) préalablement irradiées a 6000
rads et resuspendues dans un volume de 0,1 ml de milieu complet. Dans les puits en
«trans-welly, les splénocytes ont été placés dans le compartiment du bas a raison de 10°
cellules dans un volume de 0,6 ml de milieu de culture complet et les cellules tumorales
(267 ou B16) préalablement irradiées ont été déposées dans le compartiment supérieur a
raison de 10° cellules dans 0,1 ml de milieu. Les co-cultures ont été incubées durant une
période de 48 heures et I’évaluation de la prolifération cellulaire des splénocytes a été
réalisée de la méme fagon que les tests de prolifération décrits précédemment, a
I’exception que 7 puCi de thymidine tritiée ont été ajoutés a chaque puit afin de mesurer la
prolifération cellulaire. De plus, la prolifération des splénocytes a été mesurée chez des

splénocytes non-activés et activés par ’ajout de Con A (10 pg/ml) au milieu de culture.

¢) Co-culture en présence de surnageants de cellules tumorales

Le test de prolifération de splénocytes en présence de surnageants de cellules tumorales
(267 ou B16) préalablement irradiées a été réalisé tel que précédemment décrit a
I’exception que 50 pl de surnageant ont été ajoutés aux splénocytes a la place des cellules
tumorales. La prolifération a été mesurée chez des splénocytes non-activés et activés par
la Con A (10 pg/ml). Les surnageants ont été préparés a partir de 10* cellules tumorales
(B16 ou 267) irradiées a 6000 rads et placés dans 100 pl de milieu complet par puit

pendant 48 heures dans un plateau de 96 puits.

d) Co-culture en présence d’anticorps

Le test de prolifération de splénocytes en présence des anticorps a-CD3g 145 2C.11 et a0
-MARI18.5 (contréle isotypique) a été réalisé tel que décrit ci-haut. Les splénocytes ont
été placés dans des puits de plateaux de 96 puits (Costar) préalablement recouverts d’un

anticorps témoin (MAR18.5) ou par un anticorps a-CD3¢ (clone 145-2C11). Les deux
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anticorps ont été dilués avec du PBS stérile a une concentration de 10 pg/ml, placés dans

les puits et incubés toute la nuit a 4°C.

2.4 Modéle de poche d’air

Aux jours 0 et 3, des souris C57BL/Kathy (Thyl.1) ont été injectées au niveau du dos
avec 3 ml dair stérile. Les souris ont été anesthésiées avant chaque injection par
I’inhalation d'isoflurane (Abbott Laboratories, Qc). Au jour 6, ces mémes souris ont été
injectées ip.a. avec 10’ cellules lymphomateuses 267-Sro#24 ou 267-IL-13#25
resuspendues dans un volume d'un ml de PBS. Vingt-quatre heures post-injection, les
souris ont été sacrifiées et le contenu cellulaire de la poche d'air recueilli a I'aide d'une
solution de PBS-EDTA (10mM; pH 7,4). Un premier lavage était effectué avec 1 ml de
la solution PBS-EDTA et deux autres en utilisant 2 ml de la méme solution. Les tubes
étaient centrifugés afin de recueillir les lavages cellulaires, alors que le surnageant du
premier lavage était conservé a —80°C pour des analyses ultérieures. Les cellules
recueillies ont été resuspendues dans 1 ml de solution PBA (PBS + 0,01% NaNs3 + 1%
BSA). Un décompte cellulaire a été réalisé et les cellules utilisées pour des analyses de

cytométrie en flux (voir section 2.4.1) et de RT-PCR (voir section 2.4.2).

2.4.1 Analyses de cytométrie en flux

Les cellules recueillies suite aux lavages de la poche d’air ont été resuspendues dans du
PBA, centrifugées et réparties 4 une concentration de 6 x 10° cellules par puit dans un
plateau de 96 puits. Les cellules ont d’abord été incubées pendant 15 minutes a 4°C
aprés I’ajout de 30 pl d’IgGs humains (50 pg/ml) afin de bloquer les sites non-
spécifiques. Par la suite, 20 pl d’anticorps primaire conjugué ont été ajoutés aux IgGs.
Les anticorps suivants ont été utilisés: a-Mac-1 (omB2, clone M1/70); a-NK1.1
(PK136); a-Thyl.1 et a-Thyl.2. Sauf pour I’anticorps spécifique pour Thyl.1 marqué a
la biotine, tous les anticorps utilisés ont été¢ marqués a la fluorescéine. Suite a ’ajout de
ces anticorps primaires, les cellules ont été incubées 20 minutes & 4°C, puis lavées avec

150 pl de PBA. Dans le cas des échantillons contenant 1’anticorps biotinylé, une
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deuxiéme incubation en présence d’un conjugué streptavidine-phycoérythrine a été
réalisée. Finalement, les cellules ont été lavées avec du PBA, centrifugées puis
resuspendues dans 150 pl de PBA et placées dans 500 pl de PBS-NaN3 déja présents
dans les tubes a cytométrie. Les tubes ont ensuite été analysés par cytométrie en flux

avec un cytometre Coulter XL (Coulter, Hialeah, FL).

2.4.2 Isolement d’ARN et RT-PCR semi-quantitatif

L’ARN cellulaire total a été isolé des cellules de lymphome, de mélanome, de carcinome
mammaire, des cellules recueillies a I’intérieur de la poche d’air murine, de la peau et du
thymus a partir de la méthode du TRIZOL® (Life Technologies Inc., Ont.) selon les
recommandations du manufacturier. Le brin d’ADNc a été préparé a partir de 2 pg
d’ARN cellulaire total avec la transcriptase inverse Superscript II (Invitrogen) pendant 1
h 4 42°C, ou Omniscript (Gibco-BRL) pendant 1 h a 37°C. Des réactions de PCR ont par
la suite été effectuées a partir des ADNc en utilisant des amorces spécifiques pour les
genes codant pour MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-17, TNFa, IL-13Ral, TGFBI,
GAPDH et B-actine (Tableau IV). Les réactions de PCR ont été réalisées avec 1’aide d’un
appareil a PCR (MJ Research, Watertown, MA) selon les conditions suivantes : 94°C
pour 3 minutes, 94° C pour 30 secondes, 60°C (MMP-9, IL-13Ral, TNFa, B-actine) ou
56°C (TGFp1), puis 72°C pour 2 minutes pour 35 cycles et finalement, 72°C pour 10
minutes. L’expression des génes étudiés a été visualisée suite 4 une électrophorése sur
gel d’agarose (Roche Diagnosis Corporation, Indianapolis, IN) et une exposition aux
rayons UV par I’appareil IS 1000 Digital Imaging System (Alpha Innotech Corporation,
E-U). La présence de bromure d’éthidium (Invitrogen, Scotland, N-Z) dans le gel a

permis la visualisation de I’expression génique.
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2.4.3 Zymographie

La mesure de la sécrétion de MMP-2 et MMP-9 (gélatinase A et B respectivement), au
niveau de la poche d’air suite & I’inoculation des cellules de lymphome exprimant le géne
de I'IL-13, a été réalisée par zymographie sur gélatine, tel que publié (Aoudjit, Esteve et
al. 1997). Des aliquots de 15 pl de surnageants, resuspendus a part égale avec du tampon
a échantillon Laemmli (Bio-Rad Laboratories, Ont.), ont été déposés sur un gel constitué
de 8 % SDS-polyacrylamide et de 0.5 mg/ml de gélatine (Sigma-Aldrich) pour une
migration a 45 V pendant 18h. Le gel a ensuite ét¢ lavé dans un tampon renaturant
contenant 500 mM Tris pH 7.5, 50 mM de CaCl,, 0,2% de NaNj et 0.4% Triton X-100,
puis incubé 16 h a 37°C dans un tampon de digestion (500 mM Tris pH 7.5, 50 mM de
CaCl, , 0,2% de NaNj et 1% de Triton X-100). La présence de MMP-2 et MMP-9 a été
visualisée par coloration/décoloration au bleu de Coomassie en utilisant une solution de
méthanol-éthanol-acide acétique pendant 30 minutes avec agitation et ce, & deux reprises
pour permettre la visualisation de bandes blanches sur fond bleu typiques de la présence

d’activité gélatinolytique.

2.5 Matrices d’ADN complémentaires

2.5.1 Extraction de ’ARN de thymus

Des souris C57BL/6 4gées de 5-6 semaines ont été anesthésiées avec une injection intra-
péritonéale d’une solution de kétamine-xylazine (voir section 2.2) puis injectées par voie
intra-thymique avec une solution témoin de PBS ou contenant différents quantités
d’IL-13 recombinante (R&D Systems, Minneapolis, E-U), soit 0,1 ng; 1 ng ou 10
ng/lobe et ce, dans un volume de 10 pl/lobe (2 souris/dose). Soixante-douze heures post-
injection, ’ARN cellulaire total a été extrait & partir d’un homogénat du thymus entier
par la méthode modifiée du TRIZOL®. Les thymus ont été homogénéisés dans un ml de
TRIZOL puis incubés 5 minutes & température ambiante. Par la suite, 250 ul de
chloroforme (Sigma) ont été ajoutés a ’homogénat afin de précipiter les protéines, puis

le tout a été agité vigoureusement avant d’étre incubé 10 minutes a température
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ambiante. Suite & I’incubation, le tout fut centrifugé puis la phase aqueuse transférée
dans un tube propre et stérile. Une quantité d’éthanol égale a 0,7 fois le volume de la
phase recueilli a été ajoutée a cette derniére afin de précipiter ’ARN. Celui-ci a ensuite
a été dosé par spectrophotométrie a une longueur d’ondes de 260 nm. Les échantillons
ont été regroupés puis traités a la DNase I a I’aide de la trousse Atlas™ Pure total RNA
Labeling System de Clontech (Clontech-BD Biosciences, Palo Alto, CA) selon les
recommandations du manufacturier. Les volumes ont été ajustés pour un traitement
effectué a partir de 250 pl d’ARN. L’ARN a été resuspendu dans de I’eau sans RNAse
avant d’étre redosé, tel que décrit précédemment. L’ARN a été aliquoté en 3 parties :
45 pg/45 pl d’eau sans RNAse pour les matrices d’ADNc; 0,5 pg d’ARN/type d’ARN
pour le gel d’agarose-formaldéhyde, I’ARN restant ayant été conservé a -80°C pour les

analyses aux niveau des ARNm par RT-PCR.

2.5.2 Vérification de I’intégrité des ARNs de thymus

Avant de procéder a I’analyse des transcriptomes a 1’aide de matrices d’ADNc, I’intégrité
des ARNs a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose-formaldéhyde. Ce gel
d’agarose 1% (p/v) a été préparé dans un tampon a pH neutre contenant 20 mM d’acide
3-N-[morpholino]propanesulfonique (MOPS), 5 mM d’acétate de sodium et 1 mM
d’acide éthylénediamine-tétraacétique (EDTA). Le mélange a été bouilli 2 minutes puis
refroidi a 65-70°C. Ensuite, 0,72 ml d’une solution de formaldéhyde a 37% (v/v) et
1,8 ul d’une solution concentrée de bromure d’éthidium (10 mg/ml) ont été ajoutés au
mélange sous une hotte chimique. Le mélange a été coulé dans un portoir, préalablement
lavé avec RNAseZap®, un inhibiteur de RNAses (Ambion) et laissé a la température de
la piéce jusqu’a sa solidification. Le gel a ensuite été déposé dans un appareil a
€lectrophorése contenant du tampon de migration (20 mM de MOPS, 5 mM d’acétate de
sodium, 1 mM d’EDTA, 0,25 mM de formaldéhyde). 0,5 pug d’ARN a été dilué avec de
I'eau sans RNAse jusqu’a un volume de 4 ul et 12 ul de tampon échantillon
«NorthernMax™ formaldehyde Load Dye» (Ambion). Les échantillons ont été chauffés
a 65°C pendant 15 minutes, centrifugés 4 2000x g et refroidis sur glace avant d’étre

déposés sur le gel. Le gel a été soumis & une migration 4 70 V jusqu’a ce que les
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échantillons aient migré jusqu’a la moitié du gel. Les bandes d’ARN ribosomal murin
ont ensuite €té visualisées en utilisant I’appareil IS-1000 Digital Imaging System (Alpha

Innotech Corporation, Ca, E-U).

2.5.3 Hybridation aux membranes

Les ARNm ont été isolés de ’ARN total a I’aide d’oligo (dT) biotinylés et de billes
magnétiques couplées a la streptavidine. Ces ARNm ont été utilisés pour la synthése de
brins d’ADNc radioactifs via I’incorporation de [o-*’P] dJATP (Amersham Pharmacia,
QC) en suivant les instructions de la trousse Atlas™® 1.2 ¢cDNA array (BD Biosciences)
(Fig. 3). Les sondes radioactives ainsi synthétisées ont été purifiées par chromatographie
d’affinité sur colonne d’extraction Nucleospin (BD Biosciences) et dosées a I’aide d’un
compteur a scintillation LS 1701 (Beckman). Les sondes ont été ajustées de fagon a
obtenir le méme nombre de cpm pour chacune des sondes. Un aliquot de 5 ul d’ADN
Cot-1 (Invitrogen) a été ajouté a chaque sonde afin de limiter les bruits de fond et le tout
fut ajouté a deux ml de solution d’hybridation ExpressHyb (BD Biosciences). Ce
mélange sondes/solution d’hybridation a été versé dans les bouteilles d’hybridation
contenant les matrices d’ADNc et la solution d’hybridation contenant 0,5 mg/ml d’ADN
extrait de sperme de saumon (Sigma Aldrich) utilisée pour bloquer les sites
d’hybridation non-spécifiques. Les membranes ayant servies aux analyses des
transcriptomes sont faites de nylon et recouvertes d’ADNc spécifiques de 1176 génes
murins. Chacune des membranes est divisée en six quadrants (A a F); chaque quadrant
regroupant des génes ayant des propriétés similaires. Les membranes et les sondes ont été
incubées durant toute la nuit & 68°C dans un four a hybridation sous une rotation
constante. Le lendemain, une série de lavages successifs a I’aide des tampons de lavage
recommandés par le manufacturier ont été effectués aux 30 minutes a 68°C dans un four
a hybridation sous agitation constante. Finalement, les membranes ont été asséchées
partiellement, placées sur un papier-filtre et emballées avec une pellicule plastique puis
exposées a un écran de phosphore pendant trois semaines. La radioactivité des
membranes a alors été numérisée (grandeur des pixels de 100 microns, voltage PMT 688
V, correction du bruit de fond locale) par un Phosphorlmager SI (Molecular Dynamics

Inc., Sunnyvale, CA) et I’intensité des signaux mesurée par le logiciel ImageQuant
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(version 5.0; Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Le signal obtenu sur les membranes
hybridées avec les sondes provenant de thymus injectés avec différentes doses d’IL-13
recombinante a été normalisé & I’aide de 9 génes présents sur les membranes dont le

niveau d’expression est connu comme étant peu variable sous diverses conditions.

Injection i.t. d’IL-13 recombinante
(0; 0,1; 1; 10 ng/lobe)

o

Prélévement des thymus
As \!
( "'B Extraction d’ARN
R J AAA Traitement 4 la DNAse
AAA
w Appariement de I’ARNm avec les
M oligo (dT) biotinylés
= “‘@Q AAA
n

Liaison & la biotine par les billes
magnétiques couplées i la
streptavidine

@,c

Synthése d’ADNc par RT
et marquage radioactif

hybridation sur membranes

FIGURE 3- Procédure utilisée pour les matrices d’ADNc¢
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2.6 Génération de transfectants stables de cellules 4T1

Des transfectants stables ont été générés chez des cellules de carcinome mammaire
murin, 4T1, avec le vecteur Sra. contenant ou non I’ADNc de I’IL-13 murine. Le vecteur
Sra. constitue un vecteur d’expression utilisé pour I’expression de génes dans des cellules
eucaryotes. Il posseéde un fort promoteur Sra et des génes conférant une résistance a
I’ampicilline lors de sélection par transformation bactérienne et une résistance a la
puromycine lors de sélection de cellules transfectées. Ce vecteur nous a gracieusement
été fourni par le laboratoire du Dr Frangois Denis (INRS-Institut Armand-Frappier).
Nous avons déterminé, au préalable, la concentration optimale de puromycine nécessaire
a la sélection de transfectants stables. Pour ce faire, 10* cellules 4T1 ont été placées dans
100 pl de milieu de culture et incubées avec des concentrations décroissantes de
puromycine a partir de 20 pg/ml. Les effets de la puromycine sur la viabilité des cellules
4T1 ont été observés sur une période de 48 heures. La concentration de puromycine a
utiliser pour sélectionner les clones de cellules ayant intégré le vecteur Sra a été ainsi
fixée a 3 pg/ml. La transfection de cellules 4T1 a ensuite été effectuée a I’aide d’un
électroporateur Gene Pulser™ (Bio-Rad)(250 mV, 960 uFarads) en présence de 40 g de
vecteur Sra (20 pg linéarisés par ’enzyme Apa 1 + 20 pg de vecteur non-linéarisés).
Les cellules ont ensuite été mises en culture pour une période de 16 h a 37°C avant d’étre
ensemencées dans des plateaux de 6 et 96 puits (Costar) a raison de 10 ou 10* cellules
par puit. Les cellules ont ét¢ maintenues en culture dans du milieu de culture complet
supplémenté de 3 pg/ml de puromycine afin de sélectionner les clones de cellules ayant
intégré le vecteur. Le clone témoin, 4T1-SRa# 5, et les clones exprimant I’'IL-13, 4T1-
IL-13# 38 et 4T1-IL-13#45, ont ét¢ sélectionnés selon leur niveau d’expression d’IL-13
mesuré par ELISA.

2.7 Mesure de ’IL-13 par ELISA

Un test ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN) a été utilisé pour mesurer la sécrétion

d’IL-13 murine a partir de surnageants de cultures cellulaires, notamment & partir de
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surnageants des cellules 4T1 transfectées avec le vecteur Sra. contenant ou non I’ADNc
de I’IL-13. Les mesures ont été réalisées selon les recommandations du manufacturier.
Les surnageants ont été produits en ensemengant 2,5x10° cellules dans un volume de 400
pl de milieu complet par puit dans un plateau de 24 puits (Costar). Les cellules ont été
incubées pour une période de 48 h. Le test ELISA a été réalisé a partir des surnageants
dilués 1:2 et 1:10 en duplicata et Iu & une longueur d’ondes de 405 nm a I’aide d’un

lecteur Easy Reader 400T (SLT Lab Instruments, Autriche).

2.8 Croissance tumorale et métastasie in vivo

2.8.1 Modéle d’injection sous-cutanée de cellules B16

Des souris C57BL/6 ont été injectées par voie sous-cutanée avec des cellules de
mélanome murin (B16) exprimant ou non I’IL-13 et ce, a raison de 10* et 10°
cellules/injection. Le modeéle du mélanome B16 est pratiquement toujours étudié suite a
des injections s.c. (Fidler and Kripke 1977). La croissance tumorale est généralement
palpable deux semaines post-injection. Dans le cas d’injections sous-cutanées, le volume
des tumeurs a été mesuré deux fois par semaine en utilisant I’équation suivante :
longueur x (largeur) ® x 0,4. Les souris ont été sacrifiées lorsque la tumeur atteignait un

volume de 2500 mm°.

2.8.2 Modé¢le d’injection sous-cutanée, pour les cellules 4T1, au niveau de la glande
mammaire

Ce modele représente la croissance d’une tumeur primaire ayant la capacité de se
disséminer aux poumons. Des souris BALB/c femelles ont été injectées par voie sous-
cutanée au niveau de la glande mammaire avec des cellules (10° et 10*) de carcinome
mammaire murin (4T1) exprimant ou non I'IL-13. La croissance tumorale était
détectable aux environs du 7° jour post-injection et la dissémination aux poumons
environ 1 mois post-injection (Aslakson et Miller 1992; Huang, Wong et al. 2002). Dans
le cas des souris injectées par voie sous-cutanée au niveau de la glande mammaire, les

tumeurs sont mesurées deux fois par semaine. La taille des tumeurs est établie de la
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méme fagon que dans le cas du modéle d’injection sous-cutanée. Les souris sont
sacrifiées, a ’aide d’une chambre a CO,, lorsque la tumeur atteint un volume de 2500

mms.

2.8.3 Modéle d’injection intraveineuse des cellules S19

Ce modéle est utilisé pour étudier la dissémination des lymphomes T. Pour ce modéle,
des souris méles ont été utilisées puisqu’il a été démontré que ces derniers étaient plus
susceptibles a la dissémination du lymphome. Des souris C57BL/6 ont été injectées par
voie intraveineuse avec des cellules (106) de lymphome S19 exprimant ou non I’'IL-13.
Une observation hebdomadaire de I’état des souris était réalisée pour celles ayant recu
des cellules tumorales par voie intraveineuse afin de détecter I’apparition de signes
cliniques de la maladie : dyspnée, pelage terne, apparence moribonde. Les souris ont été
sacrifiées dés I’apparition de signes cliniques de la maladie. Généralement, les souris
ayant recu les cellules S19 développent des lymphomes au niveau des organes
périphériques (rate, reins, foie, etc.) deux semaines post-injection (Aoudjit, Potworowski

et al. 1998).

2.9 Clonage du géne de I’IL-13 murine dans un vecteur adénoviral

Le géne de I’'IL-13 murine a été amplifié par réaction PCR grace a des amorces contenant
des sites de restriction a leur extrémité (IL-13-Notl sens :
CTGGCTCTGATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATATGGCGCTCTGGGTG et IL-13-EcoR V
anti-sens : GGTCTCGATATCTCCTCATTAGAAGGGGCCGTGGCG) et selon les conditions
suivantes : 94°C pour 3 minutes, 94°C pour 30 secondes, 60°C pour 1 minute, 72°C pour
2 minutes, 72°C pour 10 minutes et ce, durant 35 cycles d’amplification. L’amplicon a
ensuite €té purifié et inséré dans le vecteur adénoviral pAdCMV 5-mcs-IRES-GFP-MLP-
PS, un vecteur non-réplicatif suite aux délétions des régions E1A et E1B (Massie,
Couture et al. 1998). Ce promoteur est reconnu comme étant beaucoup plus actif que le
promoteur CMV, entre autres chez les cellules HelLa, ou il démontre une activité
transcriptionnelle dix fois supérieure a celle du promoteur CMV. Il posséde également

un géne de résistance a ’ampicilline ainsi qu’un systeme de répresseur au cumate
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permettant d’inactiver le vecteur en cas de toxicité (Fig. 14). Ce vecteur a été obtenu du
Dr Bernard Massie. Pour le clonage du géne de I'IL-13 dans ce vecteur, 45 pl
d’amplicon ont subi une double digestion par les enzymes Notl (NEB) et EcoR V
(Pharmacia Biotech) pendant 2 heures & 37°C. Le vecteur adénoviral digéré a été
déphosphorylé par une incubation d’une heure a4 37°C en présence de phosphatase
(CIAP) (Gibco-BRL). Ensuite, une ligation du produit PCR digéré et du vecteur
adénovirus digéré-déphosphorylé a été effectuée grice a I’enzyme T4 Ligase (Gibco-
BRL) a 16° C pendant 42 heures. Le produit de ligation a ensuite servi a faire une
transformation bactérienne dans la souche E.coli DH5a. Une digestion de I’ADN
vectoriel par ’enzyme Bglll (USB) a été réalisée pour s’assurer de I’insertion du géne de
I'IL-13 dans le vecteur adénoviral. Deux clones, Ad-IL-13#2 et #7, ont été ainsi

sélectionnés.

2.10 Transfection transitoire avec vecteurs viraux Ad-IL-13#2 et #7

Des transfections transitoires ont été effectuées chez les cellules COS-7 a partir des
vecteurs Ad-IL-13#2 et #7. La transfection a été réalisée par électroporation (250 mV,
960 pF) a partir de 20 pg de vecteur viral témoin (sans insert) ou contenant 1’IL-13 murin
(Ad-IL-13#2 et #7). Les cellules transfectées ont été déposées dans un plateau de 96
puits 4 raison de 10° cellules par puit dans un volume de 1,5 ml de milieu complet et
placées dans une atmosphére humide & 37°C et 5% CO; et ce, pour une période de 48
heures.  Le surnageant des cellules exprimant le vecteur Sro. parental témoin ou le
vecteur Sra. -IL-13 a été récolté, clarifié par centrifugation, puis dosés pour leur capacité
a sécréter I'IL-13 a I'aide d’un ELISA. Les tests ELISA ont été effectués a partir de

dilutions 1 :2 et 1 :4 des surnageants en duplicata et lu tel que décrit 4 1a section 2.7.
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3.0 Résultats

3.1 Caractérisation du modéle de lymphome murin 267

3.1.1 Caractérisation in vitro

3.1.1.1 Etude comparative de Pinfluence de la cellule tumorale sur Ia prolifération
lymphocytaire entre le lymphome et le mélanome

Dans cette premiére partie du projet, nous avons voulu déterminer si I’IL-13
pouvait influencer I’activation de la réponse cellulaire primaire induite par la présence de
lymphomes T. Pour ce faire, nous avons mesuré in vitro la prolifération de lymphocytes
isolés de la rate provenant de souris C57BL/6 saines (témoins) et de souris C57BL/6
ayant été injectées avec les cellules 267-Sro#24 (témoins) ou ayant recu les cellules 267-
IL-13#25 deux mois auparavant. Ces lymphocytes ont été co-incubés avec des cellules
tumorales de lymphome 267 ou de mélanome B16 (servant de témoin de spécificité)
irradiées. Apres quarante-huit heures de co-culture, la prolifération des lymphocytes a été
mesurée par I’incorporation de thymidine tritiée. Les résultats obtenus ont démontré que
les lymphocytes de souris ayant regu les cellules de lymphome présentaient une réponse
proliférative nettement supérieure a ceux provenant des souris C57BL/6 saines (témoins),
démontrant qu’une activité proliférative a été induite par la présence de cellules
tumorales (Fig. 4A). Par contre, aucune différence significative n’a pu étre détectée lors
de la mesure de I’index prolifératif des splénocytes isolés & partir de souris injectées avec
les cellules de lymphome exprimant I’'IL-13 ou celles transfectées avec le vecteur témoin.
Ces résultats indiquent donc que la sécrétion de I’IL-13 par les cellules tumorales ne
semble pas avoir modulé leur capacité a proliférer suite & la présence de lymphome T in

vivo.

Toutefois, bien que cette expérience ne nous ait pas permis d’observer un effet de
I’IL-13 sur la réponse, nous avons observé que les cellules de mélanome B16 inhibaient
de fagon importante la prolifération des splénocytes. Une telle inhibition de la

prolifération lymphocytaire n’a pu étre observée chez le lymphome T. Des expériences
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additionnelles ont également démontré que le mélanome, et pas le lymphome T 267,
pouvait également inhiber la réponse de lymphocytes T isolés a partir de souris C57BL/6
naives stimulées in vitro avec la concanavaline A (con A) (Fig. 4B) ou avec ’anticorps
anti-CD3e (clone 145-2C11) préalablement immobilisé aux fonds des puits par
adsorption passive (Fig. 4C). Cette inhibition ne semble pas nécessiter un contact direct
entre la cellule tumorale et le lymphocyte puisque des conditions de co-culture réalisées
an trans-well permettent, du moins partiellement, d’observer I’effet suppresseur des
cellules du mélanome sur la réponse proliférative induite par la con A. L’hypothése que
cette activité suppressive des cellules du mélanome soit causée par un facteur
suppresseur a ¢t¢ appuyée par I’observation que 1’ajout de surnageant de cellules de
mélanome B16, mais non de cellules de lymphome T, inhibe de fagon importante (>90%)
la prolifération lymphocytaire induite par la con A (Fig. 4D). Cette différence dans la
capacité du lymphome et du mélanome 4 moduler la réponse lymphocytaire ne semble
pas due a I’expression du TGFp, une molécule immunosuppressive reconnue pour sa
capacité a inhiber la réponse proliférative des lymphocytes, puisque les cellules 267 et
B16 expriment des niveaux équivalents de cette molécule au niveau des ARNm (Fig. 5).
De plus, I’effet suppresseur des cellules de mélanome semble spécifique aux cellules
lymphoides puisque cet effet suppresseur a pu étre observé sur des lignées de lymphome
B (CH27) et de lymphome T (267) activées ou non, mais non sur des lignées de cellules

endothéliales (endothéliome b-end-3) ou de carcinome mammaire (4T1) (Fig. 6).

Bien que I’ensemble de ces résultats ne nous ait pas permis de démontrer un
effet, de la surexpression de I'[L-13 par le lymphome 267, sur la prolifération
lymphocytaire, il nous a permis de mettre en évidence que ’effet des cellules tumorales
sur la réponse lymphocytaire est spécifique aux types de tumeurs et aux facteurs

relargués par celles-ci.
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FIGURE 4- Prolifération de splénocytes et cellules tumorales

A) Des splénocytes ont été isolés de souris C57BL/6 sensibilisées in vivo aux antigénes
tumoraux (contexte en présence d’IL-13 ou sans IL-13) et placés en culture en présence
de cellules tumorales de lymphome 267 ou de mélanome B16. B) Des splénocytes ont
été isolés de souris C57BL/6 non-sensibilisées et placés en culture en présence de
cellules tumorales 267 et B16 en trans-well, ou C) en présence d’anticorps, ou D) avec
surnageants de cellules tumorales en présence ou en absence de Con A. Trois
concentrations de splénocytes ont servi a ces expériences de prolifération, soit 5x10°, 10°
et 5x10% cellules. 1uCi de thymidine tritiée a été ajouté a chaque puit et la prolifération
mesurée apres 48 heures de co-culture.
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FIGURE 5. Expression de TGF31 par les cellules tumorales

A partir des cellules tumorales 267, B16 et 4T1, nous avons procédé a I’extraction
d’ARN puis effectué des analyses par RT-PCR afin de détecter I’expression de TGFB1
par ces cellules. (M; marqueur moléculaire, échelle de 100 pb).
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FIGURE 6- Influence de cellules tumorales sur la prolifération de divers types
cellulaires

Des cellules de lymphome 267 ou de mélanome B16, irradiées ont été placées en co-
culture avec divers types cellulaires murins afin de déterminer leur influence sur la
prolifération de celles-ci. La prolifération de lignées de lymphome B (CH27), de cellules
endothéliales (b-end-3), de carcinome mammaire (4T1) et de lymphome T (267) a été
ainsi étudiée suite a une co-culture de 48 heures et ce, par 1’ajout de thymidine tritiée.
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3.1.2 Caractérisation in vivo

3.1.2.1 Mod¢le de la poche d’air murine

Dans la suite de notre projet, nous avons concentré nos efforts sur la capacité de
’IL-13 a moduler la migration des leucocytes vers la lésion tumorale. En effet, il a été
démontré que I’IL-13 était un activateur important des molécules d’adhésion vasculaires
présentes a la surface des cellules endothéliales. De plus, ’expression de I’IL-13 inhibe
de facon significative la croissance des cellules tumorales injectées par voie sous-cutanée
(Tableau III, Robledo, Mercier et al. manuscrit en préparation). Dans le but de
caractériser I’influence de I'IL-13 sur le recrutement leucocytaire, nous avons donc
adopté une approche in vivo utilisant le modéle de poches d’air (Pelletier, Roberge et al.
2001). Cette approche nous permettait de récupérer, a des temps fixes, et d’analyser de
fagon qualitative et semi-quantitative non seulement les cellules recrutées aux lésions,
mais également le contenu protéique de ces lésions. L’induction de poches d’air a été
réalisée par une injection sous-cutanée d’air stérile (filtrée) sur le dos de souris
congénéiques C57BL/Kathy (exprimant I’alléle 1.1 de CD90) aux jours 0 et 3. Ensuite,
nous avons injecté les transfectants stables de lymphome 267 (Thy1.2) surexprimant ou
non I'IL-13 (267-Sra#24 et 267-IL-13#25) dans cette poche d’air & raison de 10’
cellules. Vingt-quatre heures post-injection, nous avons recueilli le contenu de la poche
d’air et procédé a I’analyse des contenus cellulaire et protéique. Les populations
cellulaires ont été analysées, par cytométrie en flux, & ’aide de marqueurs membranaires
spécifiques.  Les anticorps spécifiques pour Mac-1 (permettant d’identifier les
populations monocytes/macrophages, neutrophiles); NK1.1 (cellules NK); Thy-1.2 et
Thy-1.1 (cellules de lymphome et cellules T de I’hdte) ont été utilisés.

Les résultats de ces expériences nous ont permis de constater que la surexpression
de I’IL-13 ne module pas de fagon significative le recrutement lymphocytaire induit par
le lymphome, du moins lors des différents intervalles de temps (24-72 h) post-injection
analysés. En effet, nous n’avons pu observer des différences significatives au niveau du

pourcentage des populations visées retrouvées au niveau de la poche d’air suite a
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I'injection des cellules de lymphome exprimant I’IL-13 ou des cellules de lymphome
témoins (Fig. 7A). Nous avons observé une forte proportion de cellules exprimant le
marqueur Mac-1 (25-30%), de méme que le marqueur NK-1.1 (environ 20%). L’analyse
en zymographie du surnageant ne nous a pas permis, non plus, de mettre en évidence un
effet de I’IL-13 sur la sécrétion de MMP-9 in situ (Fig. 7B) et sur I’expression du géne

codant pour MMP-9 par les cellules recrutées au niveau de la poche d’air (Fig. 7C).
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FIGURE 7- Influence de I’TL-13 sur le recrutement leucocytaire

Des souris C57BL/Kathy (Thy1.1) ont été injectées, sur le dos, avec 3 ml d’air stérile aux
jours 0 et 3 afin de créer la poche d’air. Des cellules de lymphome (Thy1.2) 267-Sro#24
ou 267-IL-13#25 ont été injectées dans la poche d’air au jour 6. Vingt-quatre heures
post-injection, le contenu de la poche d’air a été recueilli par plusieurs lavages successifs.
Les cellules et les surnageants ont été séparés par centrifugation. A) Phénotype des
cellules marquées a I’aide d’anticorps a-Mac-1, a-Thyl.2, o-Thyl.1 et a-NK1.1 par
cytométrie en flux. B) Analyse des surnageants par zymographie sur gélatines, et C)
Expression de MMP-9 analysée par RT-PCR a partir d’ ARNm isolés des cellules.
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3.1.2.3 Analyse génomique de Pinfluence de ’IL-13 in vivo

Suite a ces résultats, nous avons adopté une approche plus globale afin d’étudier
Ieffet de ’'[L-13 sur ’environnement péri-tumoral. Cette méthode nous permettrait
d’identifier et caractériser les mécanismes responsables de son effet suppresseur sur la
croissance de lymphomes thymiques. Pour ce faire, nous avons choisi une approche
génomique visant 4 analyser, via I'utilisation de matrices d’ADN complémentaires
(cDNA array), la modulation des génes exprimés in vivo suite a I’injection de I'IL-13
dans le thymus. Cette approche consiste essentiellement a synthétiser des sondes d’ADN
complémentaires aux ARNm isolés & partir de thymus témoins ou injectés soixante-
douze heures auparavant avec différentes doses d’IL-13 murine recombinante (0,1; 1; et
10 ng d’IL-13/lobe). Cette approche s’est basée sur nos résultats précédents démontrant
que I’expression de I’IL-13 par les lymphomes inhibe de fagon significative la croissance
de lymphomes thymiques. Puisque les cellules de lymphomes T n’expriment pas le
récepteur de I’IL-13, nous avons donc posé I’hypothése que cette cytokine agirait sur les
cellules péri-tumorales exprimant le récepteur de I'IL-13 présentes dans le
microenvironnement thymique (e.g. macrophages, cellules dendritiques, cellules
endothéliales, etc.). Ces sondes, construites a partir des tissus, sont rendues radioactives
par I’incorporation de *P. Lorsqu’hybridées sur des membranes recouvertes de sondes
spécifiques pour 1176 génes, une analyse semi-quantitative est rendue possible grace a
I’utilisation d’un appareil Phosphorlmager et de logiciels appropriés (Moisan et al.
2003). De cette fagon, nous avons pu identifier plusieurs génes dont I’expression était
modulée a la baisse par I’injection intra-thymique d’IL-13 recombinante, et ce, de fagon
dose-dépendante. Les résultats ont démontré que I’injection de 1’IL-13 n’a pas induit, de
fagon significative, la modulation a la hausse de génes dans le thymus. Par contre,
plusieurs génes ont été modulés & la baisse de fagon significative, notamment celui
codant pour le récepteur de chimiokine CXCR4. Les génes dont ’expression était la plus
fortement modulée, et ce de fagon dose-dépendante par I’IL-13, et dont la modulation de
I’expression était visible & 1’ceil nu sur les membranes, ont été retenus (Tableau V) (Fig.
8). Les résultats obtenus devront étre confirmés par une méthode indépendante au niveau
de ’ARNm par RT-PCR, par exemple, et au niveau protéique, par Western blot ou autres

méthodes équivalentes.
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TABLEAU V- Génes dont Pexpression est régulée par I'IL-13
. , . Différence
Génes sélectionnés Coordonnées
max.
GenBank .
expression
1-BCL2-associated X protein membrane isoform alpha (BAX-alpha) L22472 10,7 X
2-BCL2-binding athanogene 1 (BAG1) U17162 40X
3-Cathepsin D (CTSD) X53337 4,3 X
4-C-X-C receptor 4 (CXCR4; CMKAR4) D87747 8485,0 X
5-Integrin beta 7 (ITGB7) M95633 14,3 X
6-P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL1; SELPLG; SELP1) X91144 43X
ngkA enhancer-binding factor-interacting protein 1 (TEBFP1), U89876 51X

FIGURE 8- Influence de P’IL-13 sur Pexpression génique par la méthode de

matrices d’ADNc¢

Des souris C57BL/Katy ont été injectées par voie intra-thymique avec différentes doses
d’IL-13 murine recombinante, soit 0; 0,1; 1; 10 ng d’IL-13 / lobe de thymus. Soixante-
douze heures post-injection, les thymus ont été prélevés et I’ARN a été extrait. L’ARN a
servi a la synthése de brins d’ADNc, par transcription inverse, radioactifs par
I’incorporation de **P. Ces ADNc radioactifs ont été hybridés & des membranes de nylon
recouvertes de ’ARN de 1176 génes et ce, durant une période de 3 semaines. La
quantification de I’hybridation a été réalisée par un appareil Phosphorlmager.




51

3.1.3 Influence de ’IL-13 sur la métastasie d’un lymphome T agressif

Nous avons établi, dans notre laboratoire, un lymphome T agressif, soit le
lymphome S19. I s’agissait & 1’origine d’un lymphome radio-induit faiblement
métastatique et ’agressivité du lymphome a été acquise au fil de plusieurs passages in
vivo successifs chez la souris C57BL/6 (Lalancette et al. 2000). Afin d’évaluer le
potentiel de I'IL-13 & surpasser le pouvoir hautement métastatique du lymphome
agressif, nous avons utilisé un modéle in vivo d’injection intraveineuse afin de reproduire
le plus fidélement possible la dissémination des cellules tumorales via la circulation
sanguine. Un million de cellules témoins (S19Sra#A) ou exprimant 1’IL-13 (S19-IL-
13#5) ont donc été injectées a des souris C57BL/6 via la veine de la queue et 1’évolution
du lymphome a été observée de fagon hebdomadaire jusqu’a Papparition de signes
cliniques de la maladie : dyspnée, démarche caractéristique, poil terne. La sécrétion
d’IL-13 par les cellules S19-IL-13#5, a été confirmée par ELISA (Robledo et al.,
résultats non-publiés). La figure 9 représente les courbes de survie des souris ayant regu
les cellules témoins et celles ayant regu les cellules exprimant I’IL-13. Les résultats
indiquent qu’au 18° jour post-injection, aucune souris ayant regu les cellules exprimant
I'IL-13 n’avaient survécu alors qu’une souris ayant recu les cellules témoins vivait
toujours. Il semblerait donc que I’IL-13 soit incapable de surpasser le pouvoir hautement
métastatique du lymphome agressif S19. Ces résultats suggérent que le transcriptome de

S19 qui lui confére un phénotype agressif contrebalance 1’effet anti-tumoral de I’IL-13.
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FIGURE 9- Influence de ’IL-13 sur la métastasie du lymphome T

Des souris C57BL/6 ont été injectées par voie intraveineuse avec des cellules de
lymphome agressif exprimant ou non I’'IL-13, soit S19-Sra#A et S19-IL-13#5. Une
observation hebdomadaire des souris a été effectuée afin de détecter des signes cliniques

de la maladie : dyspnée, démarche caractéristique, pelage terne. Dés I’apparition de
signes cliniques, les souris étaient sacrifiées.
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3.2 Etude dela capacité de ’'IL-13 a inhiber la tumorigénicité des
cellules du carcinome mammaire

3.2.1 Modéle du carcinome mammaire 4T1

Les cellules 4T1 sont des cellules de carcinome mammaire provenant de la souris
BALB/c (H-2%. Ces cellules sont hautement tumorigeénes et capables de se disséminer.
Elles ont la capacité de se disséminer spontanément de la tumeur primaire située au
niveau de la glande mammaire jusqu’a des sites distants tels que les ganglions
lymphatiques, le foie, les poumons, le cerveau, et les os (Coligan 2000). Le modéle 4T1,
souvent utilisé par voie sous-cutanée au niveau de la glande mammaire, représente un
excellent modéle pour étudier le cancer du sein chez la femme puisque son patron de
métastasie est analogue a ce dernier et parce que les cellules 4T1, tout comme la plupart
des tumeurs humaines, sont peu immunogénes, ce qui signifie qu’aucune protection
contre ces tumeurs ne peut étre induite et ce, méme suite a I’injection de cellules
tumorales irradiées. Les cellules 4T1, par leur résistance a la 6-thioguanine, offrent
¢galement la possibilité de détecter et dénombrer les métastases, méme microscopiques,

situées a des sites distants de la tumeur primaire (Coligan 2000).

3.3. Caractérisation des transfectants

Des transfectants stables de cellules de carcinome mammaire (4T1) ont été
générés a ’aide du vecteur d’expression Sro. contenant ou non ’ADNc de I’IL-13
murine. Le vecteur utilisé pour la transfection, Sra,, contient un géne de résistance a la
puromycine, ce qui a permis la sélection des clones cellulaires ayant intégré le vecteur.
Ainsi, une expérience dose-réponse avait été effectuée préalablement a la transfection sur
les cellules tumorales parentales (267, S19, B16 et 4T1) afin de déterminer la dose de
puromycine pouvant tuer les cellules parentales. Cette concentration a par la suite servi a

sélectionner et & maintenir les clones en culture.
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3.3.1 Production d’IL-13 par les transfectants stables 4T1

Chacun des clones sélectionnés a été testé pour sa capacité a produire de I’IL-13
et ce, via un test ELISA. Dans le cadre de ma maitrise, j’ai réalisé les expériences de
caractérisation des clones de cellules 4T1 alors que la caractérisation des clones de
cellules 267 et S19 a été effectuée par le Dr Olivier Robledo. Plusieurs clones stables de
cellules 4T1 ont ainsi été obtenus par transfection du géne de I’IL-13. Deux clones (#38
et #45) ont été caractérisés, par un test ELISA, pour leur capacité a sécréter de fagon
constitutive I’'IL-13 murine. Ces clones ont été utilisés pour nos expériences in vivo de
méme que le clone Sro #5 exprimant des niveaux non-détectables d’IL-13 par ELISA

(Fig. 10).
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FIGURE 10- Production d’IL-13 par les transfectants 4T1

Des transfectants stables de cellules de carcinome mammaire 4T1 exprimant ou non I’IL-
13 ont été générés. Ces transfectants ont été placés en culture pendant 48 heures et le
milieu de culture a été récolté pour réaliser un test ELISA afin de mesurer la production
d’IL-13 par les transfectants. Deux clones exprimant I’IL-13 ont été sélectionnés, soit les
clones 4T1-1L-13 #45 et 4T1-IL-13 #38. Un seul clone de cellules 4T1 contenant le

vecteur Sra vide a €té retenu soit le clone 4T1-Sra #5.
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3.3.2 Expression de PARNm du récepteur fonctionnel de PIL-13 par les
transfectants 4T1

Dans le but de caractériser les clones, ’expression du récepteur ol de I’IL-13 a
été étudiée par RT-PCR a partir de ’ARN de chacun des clones. Nos résultats ont
démontré que les cellules de lymphome T 267 et S19 n’expriment pas le récepteur ol de
IIL-13 alors que les cellules de mélanome B16 et du carcinome mammaire 4T1
expriment le géne codant pour cette sous-unité du récepteur (Fig. 11). L’analyse de
’expression des chaines alpha du récepteur de I’IL-4 et du deuxiéme récepteur de I’IL-13

pourra étre menée ultérieurement.

267 S19 Bi6 4TI M 267 S19 Bl6 4TI

IL-13Ral
(602pb)  —p

GAPDH
(306 pb)

FIGURE 11- Expression du récepteur de ’IL-13

Afin de détecter I’expression du récepteur o 1 de P'IL-13, ’ARN total des cellules
tumorales 267, S19, B16 et 4T1 ont été isolées. Des analyses de RT-PCR ont ensuite été
réalisées a partir de I’ARN de ces cellules grice & des amorces spécifiques pour IL-
13Ral.
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3.4 Reésultats in vivo

3.4.1 Carcinome mammaire 4T1

Des transfectants stables de cellules 4T1 exprimant ou non I’IL-13 ont été injectés a des
souris BALB/c femelles afin d’étudier 1’effet de I’IL-13 sur la croissance tumorale du
carcinome mammaire. Une premiére expérience préliminaire, réalisée & partir des
transfectants stables 4T1-Sra#5 et 4T1-IL-13#45, utilisant une dose de 10° cellules a
injecter par voie sous-cutanée avait démontré que I’IL-13 induisait un ralentissement du
développement tumoral du carcinome mammaire. Dans une deuxiéme série
d’expérience, nous avons donc injectés, par voie sous-cutanée au niveau de la glande
mammaire, 10* cellules de transfectants stables témoins (4T1-Sro#5) ou exprimant I’IL-
13 (4T1-IL-13 #38 et 4T1-IL-13 #45) et la taille des tumeurs a été mesurée 2 fois par
semaine. Nous avons testé deux clones exprimant 1’IL-13 et injecté 5 souris/groupe afin
de prévenir les effets clonaux. Nos résultats démontrent que ’expression de I’IL-13
ralentit de fagon significative (p < 0.005) la croissance in vivo des tumeurs du carcinome
mammaire et ce, pour les deux clones exprimant I’IL-13. D’autre part, la fréquence de
passages cellulaires in vitro sur une longue période semble indiquer que la sécrétion
d’IL-13 n’affecte pas la prolifération cellulaire. Toutefois, des expériences plus
quantitatives grace a la mesure de I'index prolifératif seraient plus adéquates pour
s’assurer de I’effet de I'IL-13 sur la prolifération des cellules 4T1. De méme, il serait a
propos de mesurer ’effet de I’'IL-13 recombinante sur la prolifération de cellules 4T1 in

vitro.
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FIGURE 12- Influence de I'IL-13 sur la croissance tumorale du carcinome
mammaire murin

Des cellules de carcinome mammaire murin, soit les cellules 4T1, ont été transfectées
avec le vecteur Sra. vide ou contenant I’ADNc de I'IL-13. 10* de ces cellules ont par la
suite €été injectées a des souris BALB/c femelles par voie s.c. au niveau de la glande
mammaire. La croissance tumorale a ensuite été évaluée par la mesure des tumeurs et
ce, 4 raison de deux fois par semaine. Les résultats représentent les courbes de moyenne
en ce qui concerne la taille des tumeurs pour chacune des souris d’un méme groupe : soit
le groupe de souris ayant recu les cellules 4T1-Sro#5 ou celui ayant recu les cellules
4TI1-IL-13#45 ou #38
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3.5 Construction d’un vecteur adénoviral exprimant ’TL-13

3.5.1 Choix du vecteur viral

La littérature ne fait mention d’aucun virus pouvant infecter les cellules
lymphomateuses murines. Il est connu par contre que I’adénovirus a la capacité
d’infecter des cellules de lymphome humain. L’objectif de I’expérience étant de
développer un vecteur fonctionnel menant a la production d’une protéine
antigéniquement intacte, telle que confirmé par le test ELISA, nous avons infecté nos
cellules murines de lymphome T 267 afin d’identifier un vecteur viral capable d’infecter
nos cellules de lymphome 267. Ce vecteur nous permettra ultérieurement de produire
des quantités de vecteurs et de procéder & des expériences in vivo. Pour ce faire, nous
avons procédé a des expériences d’infection de cellules par différents vecteurs viraux :
adénovirus, AAV, (Adeno-Associated virus) et rétrovirus (MuLV). Des cellules de
lymphome 267 ont été infectées par divers surnageants de culture cellulaire contenant
'un des virus mentionnés ci-haut. L’infection a duré vingt-quatre heures et ensuite, les
cellules ont été recueillies puis fixées afin de procéder a diverses analyses. Une infection
virale a également été réalisée sur les cellules 293A en guise de témoin positif pour les
infections virales. Les vecteurs viraux utilisés exprimaient tous la GFP, ce qui a permis
de juger de Defficacité d’infection de chacun des vecteurs. L’expression de la GFP a été
observée par cytométrie en flux et par microscopie a fluorescence. Les résultats
présentés a la figure 13 correspondent aux résultats de cytométrie en flux et indiquent
que les vecteurs adénovirus et AAV; ont la capacité d’infecter les cellules de lymphome

T. Nous avons choisi de poursuivre nos expériences avec le vecteur adénovirus.
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FIGURE 13- Infection de cellules de lymphome par divers virus : adénovirus,
adéno- associated virus (AAYV)), rétrovirus

Des cellules de lymphome 267 ont été infectées par divers virus recombinants. Des
surnageants de cellules contenant chacun des virus énumérés précédemment ont servi a
infecter les cellules. Des cellules 293A ont également été infectées de la méme fagon
que les cellules 267 et ce, en guise de témoin positif pour les infections virales. Les
vecteurs viraux utilisés exprimant la GFP ont été évalués pour leur capacité d’infection
par cytométrie en flux et par microscopie & fluorescence et ce, vingt-quatre heures post-
infection. Les résultats représentent I’intensité moyenne de fluorescence (MFI) obtenue
lors des analyses de cytométrie en flux.
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3.5.2 Clonage de I’IL-13 dans le vecteur adénoviral

Le vecteur adénoviral, PAACMYV 5-mcs-IRES-GFP-MLP-PS, utilisé dans le cadre
de nos études nous a ét€ fourni par le Dr Bernard Massie. Ce vecteur posseéde le géne de
la GFP ainsi qu’un géne conférant la résistance a ’ampicilline, destiné a la sélection en
bactérie, aux cellules I’intégrant. Il posséde également un systéme répresseur au cumate
qui permettrait I’inactivation du vecteur advenant le cas ou notre gene d’intérét
entrainerait une toxicité. A partir de I’amplification de I’IL-13 murine et le clivage
enzymatique par les enzymes de restriction Not1 et EcoR V, nous avons intégré I’ADNc
de I’IL-13 dans le vecteur adénoviral. Nous supposons que I’insertion de I’ADNc s’est
effectuée avec la bonne orientation étant donné que les enzymes de restriction clivent en
des bouts cohésifs pour I’une (Norl) et en des bouts francs pour ’autre (EcoR V). Une
dizaine de colonies bactériennes ont été choisies de facon aléatoire, suite & une
transformation bactérienne, puis étudiées pour s’assurer de la présence de I’IL-13 dans le
vecteur adénoviral. A cet effet, I’ADN des vecteurs a été digéré par I’enzyme Bgl Il dont
deux séquences cibles étaient retrouvées, 1’une dans le vecteur viral et ’autre dans la
séquence de I'IL-13. Les deux clones sélectionnés porteront les noms Ad-IL-13#2 et Ad-
IL-13#7.

cMV

pAdCMV5
6793bp

FIGURE 14- Schéma du vecteur adénoviral construit
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3.5.3 Génération de transfectants transitoires

Afin de vérifier si les vecteurs viraux sélectionnés permettaient la production
d’IL-13, nous avons généré des transfectants transitoires chez les cellules COS-7. Ces
cellules sont des dérivées de la lignée CV1 exprimant le grand antigéne SV40. La lignée
CV1 provient de rein de singe vert et a été utilisée pour sa susceptibilité & la transfection.
Ces transfectants ont été générés par électroporation a partir des vecteurs adénovirus
témoins ou contenant I’ADNc de I'IL-13 (Ad-IL-13 #2 et Ad-IL-13#7). Des cellules
transfectées ont été placées en culture pendant 48 heures et les surnageants ont ensuite
€té récupérés et utilisés pour le test ELISA en vue de quantifier la production d’IL-13 par

les transfectants.

3.5.4 Production d’IL-13 par les vecteurs adénovirus construits

A partir des surnageants des transfectants récoltés, un test ELISA a été réalisé afin
de détecter et quantifier la production de I’IL-13 par ces derniers. Les surnageants de
cellules ont été dilués 1:2 et 1 :4. Les résultats démontrent que les clones permettent la
production d’une quantité importante d’IL-13, soit une concentration de 3800 pg/ml pour
le clone Ad-IL-13#2 et de 4500 pg/ml pour le clone 4T1-IL-13#7 (Fig. 15). Des études
devront étre réalisées afin d’évaluer I’activité biologique de I’'IL-13 produite par nos

constructions de vecteurs.
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FIGURE 15- Production d’IL-13 par les vecteurs adénovirus

Les cellules COS-7 ont été utilisées pour générer des transfectants transitoires a partir des
vecteurs adénovirus exprimant ou non I’IL-13. Deux clones exprimant 1’IL-13
préalablement sélectionnés ont été utilisés pour les transfections, soit le clone Ad-IL-
13#2 et le clone Ad-IL-13#7. Quarante-huit heures post-transfection, les surnageants
cellulaires ont été recueillis afin de procéder a un test ELISA.
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4.0 Discussion

La littérature rapporte que I’environnement péri-tumoral jouerait un réle
prépondérant dans I’évolution de la progression tumorale. Il est suggéré que les
différentes cellules immunitaires recrutées a proximité ou a I’intérieur des tumeurs
seraient bénéfiques & la croissance tumorale par la production et la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires, de métalloprotéases de la matrices et de réactifs
nitrogénés et oxygénés (Coussens et Werb 2002). Tous ces médiateurs favoriseraient
notamment la migration des cellules tumorales via la dégradation de la matrice
extracellulaire et la surexpression de molécules d’adhésion. Ainsi, il est stipulé qu’un état
d’équilibre entre les médiateurs pro et anti-inflammatoire dans I’environnement de la
tumeur serait idéal pour contenir le développement des tumeurs. Si I’inflammation
semble bénéfique a la progression tumorale, les mécanismes inhibant celle-ci seraient
donc des avenues de choix dans le traitement du cancer. Pour cette raison, nous nous
sommes intéressés 4 une cytokine reconnue pour ses actions anti-inflammatoires, soit
I'IL-13, et avons étudié son influence sur le développement du lymphome T non-
Hodgkinien de méme que sur la dissémination des cellules tumorales 4T1, un modéle

représentatif du cancer du sein.

Afin d’étudier I’effet in vivo de I’IL-13 sur la croissance tumorale, nous avons
d’abord utilisé un modéle expérimental de lymphome T murin, soit le lymphome 267. 1
s’agit d’un modéle de lymphomes radio-induits établi chez les souris C57BL/6. Des
transfectants stables de cellules de lymphome 267 ont été générés a partir du vecteur
d’expression Sro. contenant ou non I’ADNc de I'IL-13 murine. Ces cellules ont par la
suite €té injectées a des souris par différentes voies d’injection visant a étudier
influence de I'IL-13 sur la croissance tumorale, la métastasie du lymphome. Ces
expériences ont permis de constater que I’IL-13 inhibait la croissance tumorale du
lymphome et offrait donc une protection anti-tumorale aux souris. L’applicabilité de
effet de I'IL-13 a d’autres cancers a également été investiguée (modéle 4T1). De
nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées afin de mieux caractériser le
modéle expérimental utilisé et déterminer le mécanisme utilisé par I'IL-13 pour induire

une telle protection contre le développement de tumeurs. En second lieu, des efforts ont
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€té apportés dans le but de développer un systéme de livraison intra-tumorale de I’IL-13.
Nous avons opté pour I’utilisation d’un vecteur adénoviral exprimant ou non I’ADN¢ de
I'IL-13 que nous injecterons 4 des souris présentant une tumeur établie. Cette expérience
permettra de déterminer si I’IL-13 a le potentiel pour entrainer la régression de tumeurs

établies.

4.1 Prolifération de splénocytes

4.1.1 Inhibition de prolifération de splénocytes par le mélanome B16

Tout d’abord, nous avons effectué des études in vitro ciblant spécifiquement la
prolifération lymphocytaire afin de déterminer, dans le cadre du modéle de lymphome, si
'IL-13 pouvait exercer un effet inhibiteur sur la fonction lymphocytaire. Une telle
inhibition dans la prolifération des cellules immunitaires T et B aurait une conséquence
majeure dans le cas de cancer, conférant la capacité des cellules tumorales 4 échapper a
la surveillance immune et favorisant ainsi leur croissance, tel que rapporté par Kacani et
al. et Young et al. (Young, Wright et al. 1996) (Young, Wright et al. 1996; Kacani,
Wurm et al. 2003). Pour ce faire, nous avons réalisé plusieurs expériences indépendantes
de prolifération lymphocytaire en présence de cellules tumorales 267 ou B16 irradiées;
certaines utilisant des lymphocytes isolés de souris ayant regu les cellules de lymphome
témoin ou exprimant I’IL-13 plusieurs mois auparavant (souris sensibilisées) et d’autres
utilisant des lymphocytes, stimulés ou non, provenant de souris naives. L’irradiation a
servi a empécher la division des cellules tumorales et ainsi nous permettre de ne mesurer
que la prolifération des lymphocytes suite a la co-culture. La stimulation des
lymphocytes, citée ci-haut, provenant de souris naives a été engendrée par I’ajout de Con
A au milieu de culture. La Con A est un agent mitogéne pour les cellules T, ce qui
signifie que I’augmentation de prolifération observée pour les lymphocytes activés refléte
spécifiquement une prolifération des cellules T. Pour ces expériences, nous avions choisi
d’étudier ’impact de deux lignées de cellules tumorales, ne produisant pas d’IL-13, sur
la prolifération de splénocytes. L’utilisation de ces cellules de lymphome (267) et de

mélanome (B16) nous permettait ainsi de comparer les résultats obtenus pour notre
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modele d’intérét qu’est le lymphome avec d’autres types de cancer et ce, dans le but de
déterminer si les effets observés pour le lymphome pouvaient s’appliquer a d’autres
cancers, notamment dans le cas de cellules tumorales exprimant des récepteurs de cette
cytokine. Les résultats ont démontré que les cellules de lymphome 267 n’inhibaient pas
la prolifération des lymphocytes alors que celles du mélanome B16 inhibaient la
prolifération de ces derniers. Ces résultats suggérent que I’effet anti-tumoral de 1’TL-13
n’est probablement pas dii 4 sa capacité  inhiber la réponse des lymphocytes T. Des
expériences utilisant des souris déficientes en lymphocytes T (par exemple les souris
nu/nu ou Rag-déficientes) vont étre utilisées pour confirmer cette hypothése. Ces

expériences sont présentement en cours dans notre laboratoire.

4.1.2 Identification de la molécule immunosuppressive

Bien que les expériences de prolifération ne nous aient pas renseignés sur un effet
de I'IL-13 sur les cellules T, les résultats obtenus avec les cellules B16 illustrent de fagon
nette la capacité des cellules tumorales & interagir avec les cellules péri-tumorales,
notamment au niveau des fonctions lymphocytaires. Nous avons investigué le
phénoméne davantage malgré le fait que le sujet s’éloignait de notre problématique.
Ainsi, nous avons voulu identifier la molécule immunosuppressive produite par les
cellules de mélanome B16. Pour ce faire, nous avons extrait I’ ARN de cellules tumorales
267, B16 et 4T1, 4T1 étant un troisiéme modéle utilisé dans notre laboratoire pour
étudier I'influence de I'IL-13 in vivo. A partir de ces ARN, nous avons amplifié le géne
d’une molécule immunosuppressive bien connue et la plus susceptible, selon nous,
d’exercer les effets observés, soit le TGFP1. Il existe trois isoformes de TGFp (TGF p1
a 3). Nous avons testé I’expression du TGFB1 puisque ce dernier supprime la
prolifération et la différenciation des cellules T et B (Opal et DePalo 2000) et que Conrad
et al. (1999) ont démontré que les tumeurs primaires de mélanome exprimaient le TGFp1
dans des proportions variables dépendamment de I’état progressif ou régressif de ces
derniéres. Les résultas obtenus démontrent que les trois types de cellules tumorales
étudiées (267, B16 et 4T1) expriment le TGFB1; les cellules 267 et B16 exprimant un
niveau comparable de TGFpB1 et 4T1, un niveau légérement plus faible. Le fait que les

cellules 267 expriment autant de TGFB1 que les cellules de mélanome B16 laisse
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supposer que le TGFB1 n’est pas responsable de 1’'immunosuppression induite par les
cellules de mélanome. Par contre, Conrad et al. ont également rapporté une expression
différentielle d’IL-10, une autre cytokine anti-inflammatoire et immunosuppressive, a
proximité des tumeurs primaires, progressives ou régressives, de mélanome Ainsi, il
serait important de tester ’expression de I'IL-10 par nos cellules de mélanome en
comparaison avec les cellules de lymphome 267 et de carcinome mammaire 4T1. Nous
pourrions, de plus, avoir recours a des approches basées sur la protéomique ou faisant
appel a des banques d’ADNc générées a partir des cellules B16 et ce, en utilisant 1’effet

inhibiteur de lymphocytes T in vitro comme méthode de criblage.

4.1.3 Influence des cellules tumorales sur la prolifération de splénocytes activés

Les expériences antérieures ont été réalisées a partir de lymphocytes non-activés
ou activés par la Con A, ce qui entraine la prolifération accrue des cellules T de la rate.
Les résultats ont démontré que I’inhibition de la prolifération par les cellules de
mélanome survenait seulement lorsque les cellules T étaient activées. Nous avons donc
testé la stimulation des cellules T par une autre voie de stimulation, soit celle du TCR et
ce, via I'utilisation d’anticorps a-CD3e. Les lymphocytes ont également été placés en
présence de I’anticorps MARI18.5 (IgG de souris anti-rat) en guise de témoin. Les
résultats ont permis de constater que les cellules de mélanome inhibaient également la
prolifération des cellules T activées via la voie de signalisation du TCR, signifiant que la
molécule immunosuppressive pourrait inhiber 1’activation des lymphocytes T suite a la

présentation d’antigéne tumoraux.

4.1.4 Influence des cellules tumorales sur la prolifération de divers types cellulaires

Nous avons voulu nous assurer de la capacité des cellules de mélanome B16
inhiber 4 la prolifération de types cellulaires autres que les lymphocytes T. Pour ce faire,
nous avons placé en co-culture des cellules tumorales B16 ou 267 et différents types
cellulaires, activés ou non, tels que des cellules endothéliales, des cellules de lymphome
B murin et de carcinome mammaire. Les résultats ont démontré que les cellules de
mélanome diminuaient la prolifération des cellules de lymphome B et de lymphome T.

Ces résultats nous laisse présager que ces derniéres exerceraient le méme effet sur les
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contreparties saines de ces cellules, soit des cellules B et des cellules T. Ces résultats
viennent appuyer ceux obtenus lors des expériences de prolifération des lymphocytes en
co-culture avec les cellules de mélanome B16. Les cellules de lymphome 267, tout
comme les résultats obtenus précédemment avec ces cellules, n’ont entrainé aucune

inhibition de prolifération chez les types cellulaires étudiés.

4.2 Caractérisation in vivo de P’effet de I’IL-13 sur le recrutement
leucocytaire.

4.2.1 Modéle de la poche d’air murine

Le modele de la poche d’air murine a été utilisé dans le but de déterminer
influence de I'IL-13 sur le recrutement de différentes populations leucocytaires. Ce
modele est un modéle in vivo bien utilisé pour ce genre d’expérience, principalement
dans le cadre d’expériences de recrutement de neutrophiles suite 4 une injection de LPS a
Iintérieur de la poche d’air. Le recrutement des populations de cellules NK, de cellules
T de I’héte et de macrophages/monocytes a été étudié suite a I’injection de cellules de
lymphome témoin (267-Sro#24) ou de cellules de lymphome exprimant I’IL-13 (267-IL-
13#25). Les proportions de cellules immunitaires contenues dans la poche d’air des
souris ayant regu les cellules exprimant I’IL-13 ont été comparées avec celles obtenues
pour les souris ayant recu les cellules témoins. De cette comparaison, il est possible de
constater que [I'IL-13 n’avait exercé aucun effet sur le recrutement des diverses
populations €étudiées. L’expérience nous a tout de méme permis d’observer ce que la
littérature rapporte, voulant que la présence de cellules tumorales attire une grande
quantité de cellules immunitaires (Coussens et Werb 2002). Dans notre cas, le
recrutement leucocytaire est certainement dii 4 I’inflammation causée par la présence de
cellules tumorales, puisque des études réalisées par le groupe du professeur Denis Girard
ont démontré que le recrutement de leucocytes était négligeable suite a ’injection de
PBS (Pelletier, Roberge et al. 2001). Des résultats similaires ont été obtenus dans des
expériences préliminaires par notre groupe. Les conséquences de ce recrutement

pourraient étre bénéfiques a la progression tumorale par le relargage de médiateurs pro-



68

inflammatoires, comme il I’a été décrit précédemment, ou avoir un effet destructeur sur
la croissance tumorale étant donné la présence de cellules cytotoxiques, NK,
macrophages a proximité de la tumeur; ces cellules ayant la capacité de repérer, de
phagocyter et d’éliminer les cellules transformées. Les résultats obtenus avec les cellules
exprimant I'[L-13 démontrent que cette derniére ne présente pas de propriétés
chimioattractrices qui pourrait expliquer son effet protecteur contre le lymphome, par une

sous-population cellulaire précise.

Les réactions de RT-PCR réalisées sur ces mémes cellules de la poche d’air n’ont
démontré aucune influence de I'IL-13 sur I’expression du géne de MMP-9. Malgré le
fait que la littérature stipule le contraire, les résultats illustrés 4 la figure 7C démontrent
que I’expression de MMP-9 a été induite dans la poche d’air et ce, si on compare avec
’expression basale de MMP-9 produite par les cellules 267 parentales. La littérature
rapporte que I’IL-13 diminuerait la production de MMP-9 en inhibant la voie de
signalisation de I'IL-1/TNFa.. Les résultats que nous avons obtenus suggérent que, dans
notre modele, I'IL-13 n’inhiberait pas cette voie. De plus, les résultats ne nous
permettent pas de savoir si cette induction de MMP-9 provient des cellules tumorales
elles-mémes suite a4 une stimulation quelconque ou plutét des nombreuses cellules
immunitaires recrutées a I’intérieur de la poche d’air. Finalement, les résultats de
zymographie visant & détecter la sécrétion de MMP-9 et MMP-2 & I’intérieur de la poche
d’air ont démontré que I’IL-13 n’était pas apte a inhiber la sécrétion de ces deux MMPs.
Ces résultats confirment ceux obtenus au niveau transcriptionnel pour I’expression de
MMP-9. Cependant, au meilleur de nos connaissances, 1’ensemble de ce travail nous a
permis de développer un nouveau modéle unique pour 1’étude de recrutement
leucocytaire par les cellules tumorales, le modéle de poche d’air murine étant
généralement utilisé pour étudier I’inflammation causée par différents composés
chimiques, environnementaux ou biologiques. Ce modéle pourrait permetire de mesurer
Ieffet d’inhibiteurs potentiels spécifiques aux mécanismes de migration aux sites

tumoraux.
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4.2.2 Influence de ’IL-13 sur Pexpression génique de MMPs et de médiateurs pro-
inflammatoires

Nous avons étudié 'influence de I’IL-13 sur ’expression de génes connus pour
étre régulés par celle-ci. Les génes codant pour les MMPs et les médiateurs pro-
inflammatoires seraient susceptibles a une régulation par I’IL-13. Ainsi, cette derniére
aurait la capacité d’inhiber la transcription de ces génes. De ce fait, nous nous serions
attendus a observer une diminution de ’expression des MMPs et des médiateurs pro-
inflammatoires suite & une injection d’IL-13. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons injecté des souris par la voie i.d. avec des cellules de lymphome exprimant ou non
IIL-13. Les résultats obtenus suite a cette expérience n’ont pu démontrer une diminution
de I’expression du géne des MMPs (MMPs-3-9-10-17) ni du géne codant pour le TNFa
(résultats non-présentés). Ainsi, ces résultats suggérent que 1’IL-13 n’aurait pas la
capacité d’inhiber ces génes. L’influence potentielle de I’IL-13 sur ’expression des
MMPs s’avérait intéressante dans notre cas étant donné leur implication de plus en plus
reconnue en ce qui concerne la métastasie des cancers (plus particuliérement celle de
MMP-9). En effet, des expériences réalisées au sein de notre laboratoire et d’autres
laboratoires ont permis d’établir I’implication des MMPs dans la métastasie des cellules
tumorales puisque 1) les MMPs dégradent les composantes de la matrice extracellulaire
et éliminent donc les barriéres physiques des cellules 2) les MMPs modulent 1I’adhésion
3) les MMPs peuvent agir sur des composantes de la matrice extracellulaire ou d’autres
protéines et ainsi découvrir des fonctions biologiques dissimulées (Kleiner et Stetler-

Stevenson 1999).

Ces propriétés des MMPs assurent a ces derniéres une implication majeure dans
la théorie de la métastasie tumorale en trois étapes voulant que cette derniére soit rendue
possible par 1) une adhésion cellulaire 2) une dégradation de la matrice (protéolyse) et
3) une migration (Liotta, 1992). Une diminution de I’expression de MMP-9 aurait pu
laisser présager que I’effet protecteur de I’IL-13 était d& & une diminution de la capacité
des cellules a se disséminer, permettant ainsi leur élimination sur place par les cellules
immunitaires recrutées par les cellules tumorales. La littérature a rapporté que le modeéle

d’injection i.d. provoquait une réponse immunitaire au site d’injection (Bonnotte, Gough
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et al. 2003), ce qui expliquerait la forte expression de MMP-9 observée suite 4 I’injection
de cellules témoins, de cellules exprimant 1’IL-13 et de PBS en guise de témoin négatif.
Puisqu’une forte expression de MMP-9, similaire & celle observée suite & ’injection de
cellules tumorales, a pu étre observée suite & I’injection de PBS, il est fort possible que le
simple fait d’injecter suffise & créer une réponse inflammatoire, recrutant des cellules

immunitaires pouvant produire et sécréter MMP-9.

Suite a cela, nous avons eu recours a un autre modéle d’injection in vivo, toujours
dans le but de déterminer I'influence de I’'IL-13 sur I’expression des MMPs et des
médiateurs pro-inflammatoires. Ce modéle utilisé consistait en 1’injection i.t. de cellules
de lymphome témoin ou exprimant I'IL-13. Le thymus est un organe composé de
plusieurs types cellulaires dont 99% représentent des thymocytes et le 1% restant des
cellules épithéliales, fibroblastes, cellules dendritiques, etc. Ce modéle d’injection i.t.
présente I’avantage que, le thymus étant un organe clos ou peu de cellules ont accés, le
risque de contamination dans I’expression des génes étudiés par différents types
cellulaires s’en trouve réduit. De plus, des expériences antérieures menées dans notre
laboratoire et réalisées a partir d’injections i.t. avec ces cellules de lymphome ont montré
un effet protecteur de I'IL-13 chez les souris ayant regu les cellules I’exprimant. Ce
modele présente toutefois certains désavantages, notamment au niveau de la difficulté de
’opération nécessaire aux injections intra-thymiques. Des résultats similaires a ceux
obtenus lors du modéle d’injection i.d. pour I’expression de MMP-9 ont été obtenus par
ce modele. L’expression des génes des MMPs-3-9-10-17 et du TNFa a également été
¢tudiée dans ce modele et aucune influence de I'IL-13 n’a pu étre observée (résultats
non-présentés). 1l semblerait que I’IL-13 ne puisse inhiber la voie du TNFa, du moins

dans le type de cellules que nous avons étudié.

4.2.3 Analyse génomique de I’influence de I’IL-13 in vivo

Suite a ces expériences utilisant la stratégie d’étude de génes cibles pouvant étre
régulés par I’IL-13, nous avons choisi de développer une méthode d’analyse génomique
nous permettant d’étudier plus de 1000 génes simultanément. Ainsi, nous avons injecté

différentes doses d’IL-13 recombinante murine allant de 0 ng d’IL-13 soit du PBS,
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0,1 ng, 1 ng, 10 ng d’IL-13 par lobe et ce, via la voie i.t. Nous avons eu recours au
modele i.t. pour les mémes raisons que précédemment énumérées. Dans ce cas-ci, bien
que les matrices d’ADNc ne contiennent pas tous les genes potentiels, leur utilisation sert
néanmoins & orienter nos recherches vers des voies d’activation susceptibles d’étre
régulés par I'IL-13 et pouvant étre impliquées dans le développement tumoral. Ces
matrices contiennent chacune les ADNc spécifiques de 1176 genes connus chez la souris,
représentant environ 3,3 % de tous les génes codant pour des protéines connus du
génome de la souris (Wadhwa, Zielske et al. 2002). De plus, nous sommes conscients du
fait que les effets observés sur I’expression génique des thymocytes sont indirects
puisque ces derniers n’expriment pas les récepteurs fonctionnels de I'IL-13. Les effets
de I'IL-13 injectée se doivent d’étre exercés sur les cellules épithéliales, fibroblastes,
cellules dendritiques présentes dans le thymus et qui, elles, possédent le récepteur
fonctionnel. Ainsi, 2 souris ont été injectées avec chaque dose d’IL-13 dans le but de
minimiser les variations reliées aux individus. Les résultats obtenus & partir des thymus
injectés avec les doses d’IL-13 croissantes ont été comparés a ceux obtenus avec les
autres doses d’IL-13 afin d’établir une corrélation entre la dose d’IL-13 et la réponse
induite. De tous les changements observés dans I’expression génique des cellules
thymiques, seulement un faible nombre d’entre eux a été retenu. Pour ce faire, nous nous
sommes fixés certains critéres de sélection. Tout d’abord, nous avons sélectionné les
génes dont la modulation de I’expression était visible a I’eeil nu sur les membranes.
Ensuite, nous avons ajouté un critére voulant que seuls les génes dont la modulation était
parfaitement ou presque dose-dépendante soient retenus et finalement, ceux dont
I’expression était la plus fortement modulée. Des génes dont I’expression était modulée
a la hausse ont été observés, mais aucun ne répondait totalement aux critéres de sélection.
Seuls des génes étant régulés a la baisse par I’IL-13 ont donc été retenus. Le tableau V
regroupe les différents génes retenus et plus précisément ceux pouvant étre associés au
développement tumoral, tels que ALY, BAX alpha, BAG 1, cathepsine D, ligand de
P-sélectine, intégrine 37, CXCR4.

Les génes sélectionnés possedent plusieurs propriétés ou caractéristiques pouvant

leur conférer une implication au niveau du cancer. Les cathepsines forment une famille
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de protéases capables de dégrader les composantes de la matrice extracellulaire, d’ou leur
implication potentielle dans la dissémination des cellules tumorales. 11 existe plusieurs
cathepsines dont certaines ont déja été associées a ’agressivité tumorale. C’est le cas
entre autres pour la cathepsine B qui a vu son activité augmenter de 2 a 7 fois chez les
cellules de mélanome hautement métastatique B16-F10 comparativement aux cellules de
mélanome parentales B16-F1 (Price, Bonovich et al. 1997). Dans le cas de la
cathepsine L, une corrélation a été établie entre le potentiel métastatique et la quantité
d’ARN de celle-ci détectée chez les cellules transformées par c-Ha-ras (Price, Bonovich
et al. 1997). Finalement, la cathepsine D est associée avec la métastasie des cellules de
cancer du sein {Price, 1997). Ainsi, une diminution de 1’expression de la cathepsine D,
telle qu’observée sur les matrices d’ADNc, pourrait réduire la protéolyse induite par les

cellules tumorales ou péri-tumorales et nuirait a la dissémination des cellules tumorales.

Les intégrines, quant a elles, font partie d’une famille de molécules d’adhésion
principalement retrouvées a la surface des leucocytes. Elles promouvoient la migration
de ces derniéres a des sites d’inflammation. Les intégrines sont constituées de deux
sous-unités, soit une sous-unité o et une sous-unité B (Kreis 1999). Dans le cas de
Iintégrine B7, elle existe sous la forme a4p7 et aEB7. a4p7 est présente sur la plupart
des lymphocytes présents dans les ganglions lymphatiques et sur certaines cellules T
mémoire (Kreis 1999). Elle permet I’adhésion cellulaire & MadCAM-1, lequel est
exprimé sur ’endothélium des veinules des plaques de Peyer et sur I’endothélium des
veinules post-capillaires. oEB7 est retrouvé, quant a elle, sur plus de 90% des
lymphocytes présents dans les épithéliums et sur 45-50% des lymphocytes de la lamina
propria. Elle permet ’adhésion cellulaire via la liaison & la E-cadhérine, exprimée a la
surface des cellules épithéliales (Kreis 1999). Il est donc possible d’envisager qu’une
diminution de I’expression des intégrines B7 entrainerait une diminution de 1’adhésion
cellulaire & I’endothélium vasculaire, réduisant ainsi la dissémination des cellules

tumorales.

Les chimiokines sont des molécules contrdlant principalement la migration

cellulaire, la surveillance immunitaire, la circulation des lymphocytes. Elles sont
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regroupées en 4 sous-familles, selon I’arrangement de leurs résidus cystéine (C) : CC,
CXC, C et CX;C. La majorité d’entre elles appartient aux CXC et aux CC chimiokines
(Laing et Secombes 2004). Par leurs diverses fonctions, les chimiokines sont impliquées
dans de nombreux processus biologiques normaux et pathologiques tel que le cancer. En
effet, elles peuvent exercer des effets directs en agissant comme facteur de croissance
autocrine pour les cellules tumorales, ou des effets indirects en favorisant la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins, sur la croissance tumorale, I’angiogénése et la migration
des cellules métastatiques (Vicari et Caux 2002). Plusieurs études visent a approfondir
implication des chimiokines dans différents types de cancer. Des études, réalisées par
Muller et al. portant sur I’expression de chimiokines et de leurs récepteurs chez les
patientes atteintes d’un cancer du sein ont permis de constater que le récepteur CXCR4,
récepteur de la chimiokine SDF-1 ou CXCL12, était trés fortement exprimé chez les
tumeurs malignes alors qu’il ne 1’était pas dans les tissus mammaires normaux. Le
traitement par injection d’anticorps monoclonaux anti-CXCR4 4 des souris
immunodéficientes ayant regu des cellules de carcinome mammaire a démontré une
inhibition de la métastasie au niveau des poumons et des ganglions lymphatiques
(Muller, Homey et al. 2001). Ainsi, une diminution de I’expression de CXCR4

semblerait inhiber la métastasie des cellules cancéreuses.

BAX alpha et BAG 1 constituent des molécules s’associant a Bcl-2, une molécule
anti-apoptotique. BAX se veut une molécule pro-apoptotique alors que BAG 1 est plutot
une molécule anti-apoptotique (Takayama, Sato et al. 1995) (Oltvai, Milliman et al.
1993). Tout dépendant de la proportion et de la quantité de chaque molécule retrouvées

au site de la tumeur, cette derniére sera affectée ou non par le processus de 1’apoptose.

Les sélectines sont des molécules d’adhésion permettant le contact entre les
leucocytes et I’endothélium vasculaire, favorisant ainsi I’adhésion a ’endothélium par le
roulement des leucocytes. Il existe trois membres de la famille des sélectines, chacun
ayant un degré d’expression variable chez les leucocytes pour les L-sélectines, chez les
plaquettes et cellules endothéliales pour les P-sélectines et chez les cellules endothéliales

pour les E-sélectines (Price, Bonovich et al. 1997). Les ligands des sélectines sont
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principalement des glycoprotéines sialylées (Pierres 1999). Ainsi, la diminution de
I’expression du ligand de P-sélectine aurait comme conséquence, une diminution de
’adhésion cellulaire a ’endothélium vasculaire et par le fait méme, une diminution de
Iextravasation et de la métastasie, tel que ce serait également le cas pour les intégrines.
Finalement, ALY est un co-activateur requis pour les fonctions du TCR alpha. Une
diminution de I’expression génique du TCRA pourrait donc entrainer une diminution de

Pactivation des cellules T (Bruhn, Munnerlyn et al. 1997).

4.2.4 Influence de ’'IL-13 sur la métastasie du lymphome T agressif

L’effet de I'[L-13 ayant été étudié pour la croissance tumorale du lymphome T
267, nous avons voulu vérifier I’effet de I'IL-13 sur la métastasie d’un variant agressif du
lymphome, soit le lymphome S19. Pour ce faire, nous avons injecté des souris males,
puisqu’il a été démontré que ces derniers étaient plus susceptibles a la dissémination du
lymphome (Society Of Leukemia & Lymphoma 2001), via la veine de la queue et avons
suivi ’évolution de la maladie par des observations hebdomadaires. Lorsque des signes
cliniques de la maladie étaient détectés, les souris étaient sacrifiées. Les résultats n’ont
pas permis de démontrer un effet protecteur de I’IL-13, malgré le fait que la production
@’IL-13 par les transfectants de lymphomes agressifs et non-agressifs est comparable, en
ce qui concerne la métastasie des cellules de lymphome agressif. Ces cellules agressives
expriment et produisent une trés forte expression de MMP-9 (Lalancette, Aoudjit et al.
2000) et tel que la littérature le rapporte, la simple présence de cellules tumorales
entraine le recrutement de cellules immunitaires produisant elles aussi des MMPs,
conférant aux cellules de lymphome S19 une capacité grandement accrue a se
disséminer. L’IL-13 étant incapable de diminuer la production de MMPs, dans notre
modele, il est possible qu’une si forte expression de ces derniéres (ex : MMP-9) puisse
surpasser I’effet protecteur induit par I’IL-13 et laisser libre cours & la migration et la
croissance des cellules tumorales. L’utilisation de doses plus importantes d’IL-13

pourrait peut-tre nuire davantage a la métastasie.
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4.3 Résultats in vivo

4.3.1 Carcinome mammaire 4T1

Le modele 4T1 est utilisé puisqu’il est représentatif du cancer du sein. Nous
avons, une fois de plus, utilisé un modéle d’injection in vivo afin de déterminer
I’influence de I’IL-13 sur la croissance du carcinome mammaire murin. Nous avons
injecté des cellules exprimant ou non I’IL-13 a des souris femelles par la voie s.c. au
niveau de la glande mammaire puisque le modéle est ainsi documenté. Deux clones
exprimant I’IL-13 ont été testés et il semblerait que 1’IL-13 ralentisse le développement

tumoral des cellules de carcinome mammaire.

Le ralentissement du développement tumoral des cellules de carcinome
mammaire en comparaison avec I’inhibition de la croissance tumorale des cellules de
lymphome T pourrait s’expliquer par la présence du récepteur fonctionnel de 1’IL-13
chez les cellules 4T1, tel qu’illustré a la figure 11, alors que les cellules de lymphome ne
le posseéde pas. Ainsi, I'IL-13 pourrait exercer des effets autocrines sur les cellules de
carcinome mammaire suite a la liaison de son récepteur expliquant I’effet protecteur
partiel observé alors que I’IL-13 posséderait une action indirecte sur les cellules de
lymphome T, vu leur récepteur de I’'IL-13 non-fonctionnel, en activant des cellules
environnantes qui ,elles, posséderaient le récepteur de I’IL-13. Ainsi, malgré le fait que
’IL-13 ne semble pas apte a inhiber complétement le développement tumoral dans le cas
du carcinome mammaire, cette derniére pourrait étre utilisée en combinaison avec
d’autres traitements anti-tumoraux, permettant ainsi de stabiliser la taille des tumeurs et

permettre une meilleure destruction de celles-ci.

4.4 Construction d’un vecteur adénoviral exprimant I’IL-13

Les résultats présentés précédemment démontrent une capacité de I’'IL-13 a
prévenir le développement tumoral ou du moins & le ralentir. Par contre, il s’avére
important, dans I’optique de développer de nouvelles approches thérapeutiques, de

pouvoir reproduire les situations cliniques, au cours desquelles un patient se présenterait
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chez son médecin alors que la tumeur est déja présente. Nous devions donc penser a
développer un systéme de livraison de I’IL-13 intra-tumorale afin d’évaluer le potentiel
de I’IL-13 a entrainer la régression de tumeurs. Plusieurs options s’offraient 4 nous, mais
nous avons choisi de développer un vecteur qui nous permettrait éventuellement de
développer un systéme de livraison intra-tumorale. Etant donné la capacité des vecteurs
viraux a infecter un vaste spectre de cellules, I’expression du géne d’intérét par ces
vecteurs serait donc massive. De plus, la production de ces vecteurs est simple et
relativement peu cofiteuse comparativement a la production de cytokines recombinantes.
Par contre, la production de vecteurs pourrait s’avérer plutét onéreuse aux normes de
I'industrie pharmaceutique. L’infection de cellules tumorales ou péri-tumorales par le
vecteur viral exprimant le géne d’intérét permettrait également une expression plus
continue de notre géne. Nous aurions pu procéder par I’injection intra-tumorale de I’IL-3
recombinante. Par contre, cette alternative semble peu intéressante étant donné le coiit
élevé de production. De plus, des études ont démontré que ’effet de la cytokine
recombinante injectée était grandement influencé par plusieurs facteurs. A cet effet, des
études réalisées a partir d’injection d’IL-12 ont démontré que D’effet de cette derniére
dépendait du moment de I’injection, de I’environnement de la tumeur, etc. Lors de ces
études, I’injection d’IL-12 par voie intra-péritonéale permettait d’inhiber la croissance
tumorale, mais seulement lorsque I’IL-12 était injectée trés tot apres 1’inoculation des
cellules tumorales (Kobayashi, Shiiba et al. 2002). L’efficacité du traitement dépendrait
également du type de cellules cancéreuses concernées et dépendrait de la dose de la
cytokine injectée, notamment dans le cas du mélanome B16-F10 (Colombo et Trinchieri,
2002). La voie d’injection influencerait également I’efficacité de la thérapie. 1l
semblerait que I'IL-12 injectée par voie intraveineuse n’exerce aucun effet sur la
croissance s.c. du carcinome du colon C26, mais inhiberait la métastasie hépatique
lorsque les cellules sont injectées par voie intra-splénique (Colombo et Trinchieri, 2002).
De plus, lors d’essais cliniques avec I'IL-12 recombinante, une cytotoxicité importante a
€té rapportée suite aux injections de cette derniére par voie intraveineuse (Colombo et
Trinchieri 2002). Dans notre cas, une injection d’IL-13 recombinante par voie
systémique aurait des répercussions importantes sur la santé des patients étant donné

qu’il a été rapporté qu’une surexpression généralisée de I’IL-13 par des agents
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pharmacologiques entrainait une hypersensibilité des voies respiratoires, de ’asthme, une
production de mucus (Pope, Brandt et al. 2001) (Li, Xia et al. 1999) et pourrait
certainement causer une immunosuppression généralisée. Pour toutes ces raisons, nous

avons jugé que I’utilisation d’un vecteur viral pour livrer I’IL-13 était plus appropriée.

Afin d’identifier le vecteur viral adéquat pour nos études, des expériences
d’infection de cellules de lymphome 267 ont été réalisées a partir de trois virus, soit
adénovirus, AAV; et rétrovirus. Malgré le fait que les résultats aient démontré que
PAAV, et ’adénovirus pouvaient, tous deux, infecter les cellules de lymphome, nous
avons choisi de poursuivre notre étude avec le vecteur adénovirus parce que
contrairement aux vecteurs AAV,, aucun cas d’intégration dans le génome des cellules
n’a été répertorié (Lai, Lai et al. 2002) et parce qu’il s’est déja avéré efficace dans le
cadre d’études portant sur le cancer. De nombreuses études ont déja été réalisées a partir
d’injections intra-tumorale de vecteurs adénovirus exprimant un geéne donné et celles-ci
ont démontré une diminution de la taille de la tumeur suite a leur injection. De telles
expériences ont entre autres été réalisées a partir de vecteur adénovirus contenant
I’ ADNCc de I’'IL-12 ou de NK4, une molécule anti-angiogénique (Kikuchi, Maemondo et
al. 2002) (Zhang et DeGroot 2003).

Jusqu’a présent, le géne de I'IL-13 murine a été intégré dans le vecteur
adénoviral, gracieusement fourni par le Dr Bernard Massie, et la capacité de ces vecteurs
a produire efficacement et suffisamment ’IL-13 a été évaluée par un test ELISA. Les
résultats ont démontré une grande production d’IL-13 par les vecteurs adénovirus
construits. Nous sommes toutefois conscients que de nombreux parameétres devront étre
etablis ou modifiés avant de pouvoir procéder aux expériences in vivo, notamment les
vecteurs adénovirus recombinants devront étre générés et produits en quantité suffisante.
Une fois les vecteurs produits, nous pourrons procéder a des essais in vivo visant a
injecter ces vecteurs, exprimant ou non I’IL-13, directement dans des tumeurs déja

établies.
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5.0 Conclusions et Perspectives

Nous avons démontré via I'utilisation d’un modéle expérimental de lymphome T
murin que l’introduction de ’ADNc de I’IL-13 murine dans ces cellules tumorales
inhibait la croissance tumorale du lymphome T. Nous devions donc tenter de déterminer
le mécanisme utilisé par I’IL-13 pour induire une telle protection contre le cancer. Ainsi,
plusieurs expériences in vivo et in vitro ont été réalisées. L’ensemble de nos expériences
nous a permis d’établir que 1) les cellules de lymphome T 267 n’exergaient aucun effet
sur la prolifération de lymphocytes T fraichement isolés de souris C57BL/6 alors que les
cellules de mélanome inhibaient leur prolifération, 2) les cellules de mélanome B16
inhibaient la prolifération de splénocytes via une molécule soluble, 3) la molécule
produite par les cellules de mélanome et inhibant la prolifération des splénocytes n’était
pas le TGFB1, 4) les cellules de mélanome pouvaient inhiber la prolifération d’autres
types cellulaires murins tels que les cellules de lymphome B et de lymphome T alors que
les cellules de lymphome ne présentaient aucun effet sur la prolifération d’aucun des
types cellulaires étudiés, 5) la stimulation des cellules T par la Con A et via la voie de
signalisation du TCR n’empéchait pas I’inhibition de prolifération des lymphocytes T.
Quant aux expériences in vivo, elles nous ont permis de déterminer que: 1) I'IL-13
n’exer¢ait aucun effet sur le recrutement leucocytaire, 2) I’IL-13 ne possédait pas la
capacité a inhiber la transcription des genes codant pour les MMPs et des médiateurs
pro-inflammatoires (TNFa), 3) I’IL-13 ne possédait aucune influence sur la sécrétion de
MMP-2 et MMP-9, 4) P’expression génique de plusieurs génes déja associés au cancer
pouvait étre régulée a la baisse par I'IL-13, 5) I’IL-13 ne pouvait surpasser le pouvoir
hautement métastatique du lymphome agressif S19, 6) I’IL-13 ralentissait la croissance
du carcinome mammaire alors que I’effet sur la croissance tumorale du mélanome B16
était plut6t incertain. Finalement, en ce qui a trait au développement d’un systéme de
livraison intra-tumoral de I’IL-13, les expériences menées nous ont permis de démontrer
que : 1) le vecteur viral le plus adéquat était le vecteur adénoviral, 2) le clonage de I’IL-

13 dans les vecteurs adénovirus permettait la production de I’'IL-13.

Ultérieurement, des expériences pourraient étre entreprises afin de finaliser la

caractérisation du mécanisme utilisé par I’IL-13 afin d’induire une protection contre le
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développement tumoral. Notamment, 1’expression des différents génes semblant &tre
modulée par I'IL-13 lors de I’expérience avec les matrices d’ADNc pourra étre
confirmée au niveau transcriptionnel par des réactions de RT-PCR et au niveau protéique
par la technique d’immunobuvardage de type Western. De plus, les études portant sur les
vecteurs adénovirus exprimant ou non I’IL-13 devront étre poursuivies par la production
et la purification des vecteurs viraux pour finalement pouvoir les injecter par voie intra-

tumorale chez la souris.
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