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INTRODUCTION

Le cancer est I’une des principales causes de mortalité chez ’homme dans les pays industrialisés.
I s’agit maintenant de la premiére cause de mortalité humaine tous ages confondus. Sa prévalence ne
cesse d’augmenter du fait de I’augmentation de I’espérance de vie et des méthodes de diagnostic plus
poussées permettant de déceler des cancers qui jusqu’alors passaient inapergus (Withrow et al., 2012).
C’est la maladie, avec les maladies cardiovasculaires comme 1’infarctus, qui fait le plus peur aux
Frangais d’aprés une enquéte TNS-SOFRES realisee en 2008 (TNS SOFRES. Les maladies les plus
redoutées par les Francais. [En ligne]. (Mise a jour le 05/03/2008). [http://www.tns-
sofres.com/etudes-et-points-de-vue/les-maladies-les-plus-redoutees-par-les-francais].  (Consulté le
11/02/2014).).

C’est aussi le cas pour les carnivores domestiques. Entre 20 et 25 % de la mortalité chez les
chiens domestiques sont attribuables a un cancer (indépendamment de 1’age et du sexe) alors qu’un
autre chiffre indiquait que plus de 45 % des chiens de plus de 10 ans mouraient d’un cancer (Bronson,
1982 ; Karayannopoulou et al., 2001). Chaque année, ce ne sont pas moins de six millions de chiens
domestiques aux Etats-Unis qui se voient diagnostiquer un cancer (Paoloni et Khanna, 2008).

Le cancer est une maladie sévissant depuis toujours. Sa premiére définition fut donnée par
Hippocrate au 4°™ siécle avant Jésus-Christ, qui D’avait décrit comme une «tumeur dure, non
inflammatoire, ayant tendance a la récidive et a la généralisation, amenant a une issue fatale »
(Imbault-Huart, 1984). On I’appelait alors « carcinome » ou « squirre » ce que le latin a traduit en
« cancer » en raison de I’aspect de sa propagation a I’'image des pattes d’un crabe. Il se définit comme
un ensemble de maladies d’origine génétique se traduisant par une prolifération illimitée et autonome
de cellules ayant acquis des capacités leur permettant d’échapper aux mécanismes de régulation de
I’organisme.

En dépit des énormes progres réalises ces derniéres années, le cancer reste une maladie dont les
espoirs de guérison sont faibles. Il évolue de facon insidieuse, se développe lentement et parfois sans
manifestation extérieure, peut toucher n’importe quel individu quel que soit son age, son sexe ou son
environnement. Les traitements sont parfois longs et difficiles pour I’individu atteint, avec notamment
de nombreux effets secondaires, pour un résultat qui n’est pas certain. Des récidives sont fréquentes,
associées a des phénomenes de résistance et a 1’apparition de métastases a distance du foyer initial
(Withrow et al., 2012).

Il est donc important de s’intéresser a ces maladies en vue d’améliorer leur diagnostic, leur
pronostic, les différentes modalités thérapeutiques mais aussi leur prévention. La recherche contre le
cancer a fait de grands pas jusqu’a maintenant, en développant de nouveaux moyens de décortiquer les
mécanismes de I’oncogenese grace a I’essor de la biologie moléculaire et en créant de nouvelles
thérapies, toutefois le chemin semble encore long pour éradiquer ce fléau et il parait opportun de
rechercher de nouveaux modéles d’étude plus représentatifs de I’immense complexité du cancer chez
I’homme.

Le cancer apparait de facon spontanée chez les carnivores domestiques et semble partager de
nombreuses caractéristiques avec celui de I’homme comme son aspect histologique, ses mécanismes
génétiques, ses cibles moléculaires, son comportement biologique et les réponses aux thérapies
conventionnelles que sont la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie (Paoloni et Khanna, 2008 ;
Vail et MacEwen, 2000).
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C’est a partir de ce constat qu’est née 1’oncologie comparée, discipline a part entiere qui intégre
I’é¢tude des cancers d’apparition spontanée chez les carnivores domestiques, en particulier le chien,
dans la recherche contre le cancer chez I’homme. Cet engouement s’est traduit en 2003 par la création
du Comparative Oncology Program (COP) par le National Cancer Institute (NCI) aux Etats-Unis.

L’objectif de notre travail bibliographique sera d’expliquer D’intérét d’utiliser le chien
domestique comme mod¢le pour I’oncologie humaine et de rappeler & la communauté scientifique en
Europe I’utilité d’une approche comparative pour lutter contre le cancer. Nous avons ainsi 1’espoir que
se développe dans notre « vieux continent » le méme genre de projet.

Dans la premiere partie, nous démontrons en quoi le chien domestique est un bon modele pour la
cancérologie humaine. Dans la seconde partie, nous rappelons quels ont été les apports du chien
domestique dans I’histoire de la recherche contre le cancer. La troisieme partie illustre les multiples
participations du chien dans ’optimisation et 1’¢laboration de nouveaux traitements puis s’attarde sur
I’initiative du NCI qui integre, dans un travail collaboratif, les chiens de propriétaire atteints de cancer
dans des essais cliniques pour I’homme.
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PREMIERE PARTIE : DANS QUELLE MESURE
LE CHIEN DOMESTIQUE EST-IL UN BON MODELE

POUR LA CANCEROLOGIE HUMAINE ?
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1. INTRODUCTION DE LA PREMIERE PARTIE

Nos carnivores domestiques et en particulier le chien partagent avec I’homme une multitude de
maladies. Parmi ces maladies figure le cancer qui ne semble épargner aucune espece. Le besoin de
nouveaux modeles pertinents et efficaces dans la lutte contre le cancer provient du constat que ceux
que I’on utilise de fagon commune (rongeurs, cultures cellulaires, simulations mathématiques) ne
permettent pas toujours de diminuer suffisamment les risques d’échec lors des essais cliniques chez
I’homme ni d’optimiser le traitement médical administré (Peterson et Houghton, 2004 ; Porrello et al.,
2004). Cela nous ameéne a nous intéresser au meilleur ami de I’homme qui parait, par bien des points,
étre un bon modeéle pour les études translationnelles sur le cancer.

Certains se sont attachés a établir les parametres nécessaires a un modeéle animal pour étudier les
cancers (Knapp et Waters, 1997). On doit retrouver :

- des caractéristiques histologiques semblables ;

- des caractéristiques moléculaires proches comme 1’expression de facteurs de croissance et de leurs
récepteurs, des anomalies cytogénétiques dans les génes suppresseurs de tumeurs, des anomalies de
ploidie de ’ADN ;

- un comportement biologique tumoral similaire, notamment une propension a envahir les tissus
voisins et a métastaser ;

- le méme profil de réponse aux traitements conventionnels comme la chimiothérapie et la
radiothérapie.

Cette premiére partie de travail bibliographique va démontrer en quoi le chien est un bon modeéle
pour 1’étude du cancer chez I’homme. Tout d’abord, le chien présente des cancers de facon spontanée
sur tous les appareils de 1’organisme. La nature de certains cancers et leur localisation sont partagées
entre ces deux especes. Le développement tumoral et les mécanismes de 1’oncogenése sont similaires.
Enfin, le chien présente des avantages certains par rapport a la souris utilisée comme modeéle.
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2. LE CHIEN DOMESTIQUE PRESENTE DES CANCERS DE
FACON SPONTANEE : HISTOIRE NATURELLE DES
CANCERS

Le cancer est I’une des principales causes de mortalité chez les chiens domestiques. Selon les
études environ 25 % des morts chez les chiens &gés sont attribuables a un cancer (tous types
confondus) et certaines races semblent étre surreprésentées en terme d’incidence et de mortalité
(Adams et al., 2010 ; Cadieu et Ostrander, 2007 ; Paoloni et Khanna, 2007). D’autres chiffres
indiquent que parmi plus de 60 millions de chiens vivant aux Etats-Unis, pas moins de 45 % des plus
de dix ans meurent d’un cancer (Bronson, 1982 ; Withrow et al., 2012).

Selon une étude menée sur des chiens dans le nord de I’Italie, la prévalence du cancer serait de
143 pour 100 000 chiens (Merlo et al., 2008). Ce taux ne cesse d’augmenter chaque année. Cela
résulte d’une augmentation de I’incidence globale du cancer, d’une augmentation de la population de
chiens qui sembleraient plus « & risque », et surtout d’un besoin grandissant des propriétaires d’obtenir
un diagnostic et de déployer I’ensemble des options thérapeutiques pour sauver leur animal.

Il convient de rappeler la difficulté d’obtenir des chiffres fiables concernant la prévalence et
I’incidence ; cela varie selon les populations étudiées (chiens assurés ou non, pays de la population
cible) et les protocoles utilisés. La présence de biais est certaine. Le grand nombre de nouveaux
individus atteints chaque année permet de réunir un nombre suffisant de cas pour mener des études ou
des essais cliniques et obtenir des résultats pertinents.

De fagon similaire a I’homme, les études épidémiologiques indiquent que certains types
tumoraux sont beaucoup plus fréquents chez le chien. Citons, par ordre décroissant de fréquence : le
mastocytome, le lymphome non-hodgkinien puis les tumeurs mammaires (age et sexe confondus). Les
tumeurs sont principalement de type sarcome, c’est-a-dire des tumeurs dont 1’origine est une cellule
mésenchymateuse, tandis que 1’homme présente surtout des tumeurs de type carcinome dont ’origine
est une cellule épithéliale (Khanna et al., 2009).

De méme, les cancers spontanés du chien produisent des métastases et sont 1’objet de résistances
et de récidives face aux traitements conventionnels. Certaines thérapies amenent & une rémission mais
la guérison totale est rare. La cause de la mort est majoritairement due au processus métastatique plutdt
qu’a la tumeur initiale, se répartissant sur les poumons, le foie et le systtme nerveux (Khanna et
Hunter, 2005 ; Paoloni et Khanna, 2008).

L’ensemble des appareils de 1’organisme peut étre touché et aucun type cellulaire n’est épargné :
peau (mastocytome, mélanome, histiocytome, fibrosarcome,...), os (ostéosarcome), cellules
circulantes (leucémie), tissus mous (hémangiosarcome, rhabdomyosarcome), systéme nerveux
(méningiome, gliome), systeme lymphatique (lymphome), systéme uro-génital (carcinome
transitionnel de la vessie (CTV), adénocarcinome prostatique), glandes mammaires. La liste est bien
évidemment non exhaustive.

Les tumeurs peuvent étre bénignes avec une croissance lente, bien délimitée, bien différenciée,
une concentration cellulaire faible, une faible activité mitotique, une absence de métastases et des
récidives rares, ou malignes avec une croissance rapide, invasive, mal délimitée, un tissu hétérogene et
non différencié, des divisions cellulaires en grande quantité, un taux de métastases elevé et des
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récidives frequentes. Ces derniéres prennent communément le nom de cancer. Notre travail traitera
exclusivement des tumeurs malignes ou cancer compte tenu de leur intérét médical.
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3. LA NATURE DE CERTAINS CANCERS EST PARTAGEE

3.1. Etat actuel de I’épidémiologie du cancer chez ’homme

En France, le cancer est la premiere cause de décés chez I’homme derriere les maladies
cardiovasculaires, depuis 1988 chez ’homme et depuis 2002 chez la femme comme I’indiquent les
estimations de 2012 de I’institut Gustave Roussy pour la population frangaise (GUSTAVE ROUSSY.
Epidémiologie du cancer en France [En ligne]. (Mise & jour le 09/06/2013).
[http://www.gustaveroussy.fr/fr/page/epidemiologie-du-cancer-en-france_81]. (Consulté le
16/02/2014).). 11 s’agit d’une maladie redoutable et redoutée dont 1’incidence ne cesse d’augmenter
tandis que la mortalité reste a un niveau constant.

En France en 2011, on estime a environ 365 000 les nouveaux cas de cancers (207 000 pour les
hommes et 158 500 pour les femmes). Le nombre de déces annuel par le cancer augmente
(augmentation de 106 000 a 149 000 soit 41% entre 1968 et 2005), mais il faut tenir compte également
de l’augmentation de la taille de la population et de son vieillissement (GUSTAVE ROUSSY.
Epidémiologie du cancer en France [En ligne]. (Mise a jour le 09/06/2013).
[http://www.gustaveroussy.fr/fr/page/epidemiologie-du-cancer-en-france_81]. (Consulté le
16/02/2014).).

En Europe en 2012, le nombre de morts par le cancer est estimé a un peu plus de 1 280 000 cas
(Malvezzi et al., 2013). Dans le monde, entre 1980 et 2005, on est passé de 278 a 392 cas pour
100 000 hommes et de 177 a 254 cas pour 100 000 femmes (INVS et INCa. Les chiffres clés du
cancer. [En ligne]. (Mise a jour le 16/04/2013). [http://www.ligue-cancer.net/article/6397 _les-chiffres-
cles-des-cancers#.UwDO0evI5MrU]. (Consulté le 16/02/2014).).

En terme d’incidence, certains cancers sont treés fréquents et se partagent la grande majorité des
cas. Les trois cancers les plus fréequents par ordre décroissant sont les cancers de la prostate (environ
29 % des nouveaux cas), des poumons (14 %) puis du colon-rectum (9 %). Chez la femme, on
retrouve surtout les cancers du sein (29 %), des poumons (14 %) puis du colon rectum (7 %). Ces
chiffres sont des estimations de /’American Cancer Society (Siegel et al., 2013). Il est essentiel de bien
faire le différence entre I’incidence d’un cancer et sa mortalité. Ainsi, un cancer peut étre tres fréquent
comme le cancer de la prostate mais avoir une mortalité faible. D’autres cancers, comme le cancer du
pancréas, sont rares mais avec une forte mortalité dont les chiffres en valeur absolue sont du méme
ordre de grandeur que le cancer de la prostate.

Le cancer du sein est la premiere cause de mort par le cancer parmi les femmes nord-

américaines, comptant pour presque 30 % de I’ensemble des cancers. De fagon similaire les tumeurs
mammaires sont les cancers les plus fréquents chez la chienne (Porrello et al., 2006).
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3.2. Les modeles tumoraux pertinents pour les études translationnelles

Les chercheurs se sont attachés a rechercher des tumeurs du chien qui présentent un intérét
d’étude translationnel avec ’homme. On peut citer [’ostéosarcome, le mastocytome, les tumeurs
mammaires, le mélanome, le lymphome non-hodgkinien, le carcinome transitionnel de la vessie, les
tumeurs de la prostate, les sarcomes de tissus mous dont I’hémangiosarcome, les tumeurs nasales, les
carcinomes pulmonaires, les tumeurs cérébrales. On dénombre ainsi au moins une douzaine de types
histologiques tumoraux d’intérét (Dobson, 2013 ; Knapp et Waters, 1997 ; Paoloni et Khanna, 2008 ;
Porrello et al., 2006 ; Rowell et al., 2011 ; Vail et MacEwen, 2000). VVoyons les principaux.

3.2.1. L’ostéosarcome

L’ostéosarcome canin est une tumeur maligne de I’os tres agressive. Elle atteint en particulier les
0s longs chez des individus agés de races de taille géante. Chez I’homme, elle touche principalement
des adolescents d’un 4ge moyen de 14 ans et de grand gabarit. Le chien est un modele intéressant
puisque ce cancer est environ dix fois plus fréquent que chez son homologue humain et qu’il partage
de nombreuses similitudes avec celui-ci (Gorlick et Khanna, 2010 ; Mueller et al., 2007 ; Withrow et
Wilkins, 2010). Ces similitudes sont rappelées dans le tableau 1.

Le taux d’apparition des métastases dans les deux ans suivant une chirurgie est évalué a 90 %
(Gorlick et Khanna, 2010) chez le chien, et a 80 % chez I’homme (Vail et MacEwen, 2000). Dans les
deux espéces, les métastases se développent dans des sites préférentiels comme les poumons, les os et
les tissus mous. La grande taille du chien a permis aux chirurgiens oncologistes de développer des
techniques de préservation du membre atteint sans recourir a ’amputation (Ranieri et al., 2013a;
Withrow et Wilkins, 2010). De plus, son profil métastatique connu et prévisible et sa relative
résistance a la chimiothérapie font de 1’ostéosarcome canin une tumeur particulierement attractive pour
approfondir les approches anti-métastatiques (comme le L-MTP-PE) et de nouvelles méthodes
d’administration comme la chimiothérapie intra-artérielle ou intra-cavitaire. L’ostéosarcome canin
semble également intéressant a inclure dans le développement translationnel des traitements reposant
sur I’inhibition de la voie mTOR qui contribue a la croissance, la progression et la chimiorésistance de
certains cancers (Ranieri et al., 2013a).

28



Tableau 1 : Comparaison de I'ostéosarcome du chien et de I’homme. Adapté d’apres Withrow et Wilkins

(2010).

Variables Chien Homme

Age moyen 7 ans (individu mature) 14 ans (adolescence)
Sexe Surtout des méles Surtout des hommes
Race Race grande a géante Pas applicable

Catégorie de poids

90 % > 20 kg

Individus lourds

Oslonga 77 %
Métaphyse

Os long a 90 %
Métaphyse

Localisation Radius distal > humérus proximal | Fémur distal > tibia proximal >
> fémur distal > tibia humérus proximal
Etiologie Geénéralement inconnue Généralement inconnue
% de cas avec atteinte exclusive 0 0
des membres a la présentation 8090 % 80-90%
% de cas avec un haut grade 95 %% 85 _ 90 %

histologique

Indice de I’ADN

75 % d’aneuploidie

75 % d’aneuploidie

Indicateurs pronostiques
défavorables

Jeune age, phosphatase alcaline
augmentée

Phosphatase alcaline augmentée,
expression du gene MDR1
augmentée

Taux d’apparition de métastases
sans chimiothérapie

90 % avant 1 an

80 % avant 2 ans

Lieu de métastases

Poumons > 0s > tissus mous

Poumons > 0s > tissus mous

Amélioration de I’espérance de
vie avec la chimiothérapie

Oui

Oui

Durée de la chimiothérapie
adjuvante

Entre 4 et 6 cycles

1 an maximum

Mise en évidence de métastases
dans le nceud lymphatique
régional

De faible pronostic

De faible pronostic

Reéparation chirurgicale

Souvent par arthrodése

Souvent par des protheses
articulaires

29




3.2.2. Les tumeurs mammaires

Les tumeurs mammaires canines sont sans aucun doute un bon mode¢le d’étude pour comprendre
et lutter contre le cancer du sein chez la femme (Antuofermo et al., 2007 ; Mahé, 2010 ; Pinho et al.,
2012 ; Porrello et al., 2006).

La glande mammaire saine présente de fortes similitudes chez la femme et chez la chienne dans
sa structure histologique que ce soit les systemes de vascularisation ou d’innervation. Les tumeurs sont
principalement des carcinomes dans les deux especes et les classifications tumorales qu’elles soient
histologiques ou moléculaires sont transférables de la femme a la chienne (Mahé, 2010 ; Mollard et al.,
2011 ; Nielsen et al., 2004 ; Sorlie et al., 2001).

Les tumeurs mammaires sont fréquentes chez les individus d’age moyen a élevé, comptant pour
presque 50 % de I’ensemble des tumeurs chez les chiennes (Porrello et al., 2006). Elles ont un
comportement métastatique similaire au cancer du sein : une premiére étape au nceud lymphatique
régional puis dissémination aux poumons. L’apparition de ces tumeurs est clairement sous dépendance
hormonale comme le démontre le fort effet protecteur de la stérilisation avant le premier cestrus (Pinho
et al.,, 2012). Un facteur pronostique chez la femme est la présence de récepteurs aux hormones
sexuelles (cestrogene et progestérone), synonyme de forte malignité. Chez la chienne cette
correspondance fait encore débat (Pinho et al., 2012) mais certains auteurs soulignent que les tumeurs
mammaires restent un modele de choix pour les cancers du sein non hormono-dépendants (Porrello et
al., 2006).

La chimiothérapie est peu efficace chez la chienne contrairement au cancer du sein chez la
femme ou certaines cibles moléculaires peuvent étre affectées. L’intérét des tumeurs mammaires de la
chienne comme modéle se retrouve notamment pour tester ’utilité de certaines molécules agissant
comme des modificateurs de la réponse biologique (desmopressine, interleukine 2, interféron,
anticorps monoclonaux, facteurs de croissance).

3.2.3. Le mastocytome

Le mastocytome canin est une tumeur commune de la peau du chien (Dobson, 2013). Son
incidence est beaucoup plus élevée que celle rencontrée chez I’homme (Ranieri et al., 2003), toutefois
il s’avére étre un excellent modéle pour les tumeurs humaines présentant une mutation de 1’oncogéne
KIT, par exemple les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST). Il octroie I’opportunité d’étudier le
role des mastocytes dans le mécanisme de I’angiogenése et d’explorer de nouvelles thérapies anti-
angiogéniques a base d’inhibiteurs de tyrosine kinases (Gotlib, 2006 ; Ranieri et al., 2013b, 2003 ;
Webster et al., 2006).

3.2.4. Le mélanome de la cavité buccale

Le mélanome est un cancer de la peau dd a la multiplication incontrolée de cellules d’origine
ectodermique : les mélanocytes. Il représente environ 4% des tumeurs cutanées chez le chien (Dobson,
2013). Il présente plusieurs tropismes distincts comme la peau, les levres, les doigts et les yeux,
toutefois on le retrouve fréqguemment dans la muqueuse de la cavité buccale (Gillard et al., 2014).
Chez I’homme la localisation est principalement cutanée et 1’atteinte de la muqueuse buccale est rare.
Cependant elle témoigne de grandes similarités avec le mélanome oral chez le chien (MacEwen, 1990 ;
Porrello et al., 2006 ; Simpson et al., 2014). Le comportement biologique est similaire, comme sa forte
malignité avec un taux de métastases locales et a distance élevé (MacEwen, 1990 ; Porrello et al., 2006
; Simpson et al., 2014).
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La chimiothérapie et la radiothérapie se sont averées plutdt décevantes du fait du développement
de résistances (Porrello et al., 2006). A ce titre, le mélanome malin & tropisme buccal constitue un bon
modele pour le mélanome humain en matiére de recherche de nouveaux traitements innovants
(Fukumoto et al., 2013 ; Tabaries, 2009 ; Tamura et al., 2008). Les investigations se portent par
exemple sur des stratégies anti-métastatiques (MacEwen et al., 1999) et sur I’'immunothérapie
(Bergman et al., 2003 ; Caplier, 2008 ; Gyorffy et al., 2005).

3.2.5. Le lymphome non-hodgkinien

Le lymphome non-hodgkinien est un cancer touchant les tissus lymphoides comme les nceuds
lymphatiques, la rate ou la moelle osseuse mais il peut apparaitre dans n’importe quel tissu. Il est
commun chez le chien et il partage des caracteres cliniques, cytogénétiques et morphologiques avec
celui de I’homme (Ito et al., 2014 ; Marconato et al., 2013 ; Ponce et al., 2010 ; Ranieri et al., 2013a).
Le lymphome non-hodgkinien canin est bien spontané car il ne semble pas associé a une infection
virale comme le virus d’Epstein-Barr chez I’homme (Withrow et al., 2012).

Les données récentes suggérent qu’il est un modeéle intéressant pour étudier le role de
I’angiogeneése et certains de ses marqueurs biologiques comme le VEGF (vascular endothelial growth
factor) ou la densité micro-vasculaire (Zizzo et al., 2010). Son traitement nous amene a évaluer de
nouvelles modalités thérapeutiques comme la voie anti-angiogénique et la chimiothérapie a action
ciblée (Ranieri et al., 2013a; Vail et al., 2009). Enfin, un autre auteur suggére son utilisation comme
modele d’étude de I’immunothérapie et des mécanismes de résistance (Crow, 2008 ; Porrello et al.,
2006 ; Stein et al., 2011).

3.2.6. Le carcinome a cellules transitionnelles de la vessie

Le carcinome transitionnel de la vessie (CTV) est une tumeur vésicale d’origine épithéliale.
C’est la forme la plus commune des cancers de la vessie chez le chien et il représente environ 2% des
cancers comme chez ’homme. Outre les similitudes épidémiologiques et cliniques, les anomalies
moléculaires ou cellulaires communes et les réponses au traitement équivalentes, le CTV canin a un
réle capital dans les enquétes épidémiologiques pour évaluer les facteurs de risque liés a
I’environnement comme nous le verrons dans la partie 2 (Knapp et Waters, 1997). Il permet par
ailleurs de tester la stratégie de I’inhibition de la voie de signalisation COX pour le piroxicam
(Porrello et al., 2006).

3.2.7. Lestumeurs prostatiques

Le cancer de la prostate du chien, bien que rare et difficile a réellement mettre en évidence du
fait de la confusion possible avec des tumeurs d’origine strictement urétrale, est le seul modele
spontané du carcinome prostatique humain (Cornell et al., 2000 ; Porrello et al., 2006 ; Rossignol,
2001). Il peut potentiellement aider a redéfinir de nouvelles approches face a cette maladie non
seulement pour sa thérapie mais aussi pour sa prévention. Il s’agit d’un outil intéressant pour tester
I’approche de la thérapie génique par vectorisation virale (Andrawiss et al., 1999). Le cancer de la
prostate du chien reste néanmoins un modele controversé du fait de différences histologiques majeures
avec la tumeur correspondante de I’homme. Par exemple, les cancers prostatiques chez 1’homme
proviennent majoritairement de la zone périphérique tandis que chez le chien la cellule d’origine n’est
pas clairement identifiée, méme si I’épithélium ductulaire proche de la zone péri-urétrale semble étre
impliqué (Tabaries, 2009).
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3.2.8. Les sarcomes des tissus mous, exemple de I’hémangiosarcome

En régle générale les sarcomes des tissus mous chez le chien ont une présentation clinique, une
apparence histologique et un comportement biologique qui sont similaires a ceux retrouves chez
I’homme (Lejeune, 2008 ; Rowell et al., 2011). Ce sont des tumeurs relativement rares chez 1’homme,
mais elles sont agressives et le traitement de choix est une exérese large, associée a une chimiothérapie
et une radiothérapie adjuvante (Porrello et al., 2006 ; Withrow et al., 2012). A ce titre, ces sarcomes du
chien sont d’excellents modeles pour évaluer I’efficacité de ces modalités thérapeutiques. Compte tenu
de leur détection tardive entrainant la découverte de masses tumorales de taille conséquente chez le
chien, les sarcomes des tissus mous canins sont de bons candidats pour les protocoles visant a un
controle tumoral local, par exemple la radiothérapie couplée a I’hyperthermie (Thrall et al., 1996).

L’hémangiosarcome canin est une tumeur spontanée trés agressive. Des cellules endothéliales
majoritairement de la rate, du foie ou de 1’oreille cardiaque droite sont a 1’origine de cette tumeur. Le
berger allemand fait partie des races fortement prédisposees a développer ce cancer (Dobson, 2013).
La recherche des anomalies génétiques a ’origine de ce cancer dans cette race pourrait permettre de
découvrir des genes de prédisposition a ces cancers chez ’homme (Wayne et Ostrander, 2007).
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3.3. Formation d’un véritable panel de modeéles tumoraux

Nous venons de voir que chaque type tumoral représente un modele a part entiere dans 1’étude
du cancer chez ’homme. On les utilise non seulement pour en apprendre davantage sur la tumeur en
question mais aussi pour explorer des mécanismes particuliers de la cancérogenese au sein desquels on
pourrait bien les mettre en valeur : processus métastatique, angiogenése, récidive, résistance aux
traitements. L’ensemble de ces tumeurs vient a former une sorte de panel de modeles tumoraux qui
permettent d’étudier la question du cancer dans sa totalité, de son étiologie & son traitement.

3.4. Des prévalences parfois différentes

Chez le chien, les tumeurs les plus fréquentes sont les sarcomes et les lymphomes (Withrow et
al., 2012). En revanche, ce sont des carcinomes que 1’on retrouve majoritairement chez I’homme. Ils
atteignent souvent le poumon, la prostate, 1’appareil gastro-intestinal et le sein (Paoloni et Khanna,
2008). De méme, certains cancers existent dans une espeéce mais pas chez ’autre. L’exemple le plus
évocateur est celui du sarcome de Sticker, tumeur vénérienne contagieuse chez le chien dont la
transmission se fait par contact génital. Cette tumeur n’existe pas chez I’homme.

Ainsi, il est bien évident que toutes les tumeurs du chien ne sont pas pertinentes pour explorer
leur homologue chez I’homme, tout d’abord parce que certaines ont des caractéristiques qui sont
propres a I’espéce canine, mais aussi tout simplement parce que certaines ne se retrouvent que dans
une seule espece.

A présent, un cancer est surtout étudié a travers les mécanismes qui le caractérisent plutét que
par son aspect histologique seul. On remarque fréquemment que deux cancers pourtant différents
histologiquement sont semblables par leurs mécanismes. Pour exemple, le mastocytome canin et les
tumeurs stromales gastro-intestinales de I’homme sont souvent semblables par leur origine génétique
(Gregory-Bryson et al., 2010), d’ou une méthode d’approche pour le traitement presque identique
(Paoloni et Khanna, 2007).

En clair, un modéle sera souvent plus pertinent s’il présente une signature génétique voisine que

si la ressemblance n’est observée qu’au niveau histologique sensu stricto. Néanmoins I’histologie
garde tout son intérét pour le diagnostic, le pronostic et le suivi d’un cancer.
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4. UN PROCESSUS TUMORAL SIMILAIRE

Le cancer est une maladie génétique se caractérisant par une prolifération cellulaire exagérée au
sein d’un tissu de I’organisme. Une cellule normale devient une cellule cancéreuse grace a un
ensemble de transformations a I’origine de caractéristiques particuliéres lui octroyant la possibilité de
se diviser indéfiniment, c’est ce que ’on appelle la cancérogenese. Ces transformations sont
déterminées par des modifications génétiques au sein de génes particuliers, il s’agit de 1’oncogenese.
Les cellules cancéreuses forment une tumeur qui a la capacité de créer de nouveaux vaisseaux sanguins
et de se répandre dans I’ensemble de 1’organisme grace au processus métastatique. Ce phénomeéne de
croissance tumorale est la tumorigenese. Cette sous-partie constitue un rappel de ces principes
communs (Withrow et al., 2012).

4.1. Le cancer est une maladie monoclonale, multi-étape et multifactorielle

Au départ, une seule cellule est a I’origine du cancer : on parle donc de maladie monoclonale.
Cette cellule et I’ensemble de ses descendants acquic¢rent au fur et & mesure de leurs divisions des
mutations qui les transforment peu a peu vers le phénotype cancéreux. Il y a apparition d’anomalies
successives sur différents génes. C’est cette accumulation d’anomalies qui confére aux cellules issues
de cette premicre cellule initiale des capacités d’échappement au contréle de I’organisme et une
agressivité croissante. Il est estimé qu’au moins six événements indépendants sont nécessaires pour le
passage d’une cellule normale a une cellule cancéreuse (Hanahan et Weinberg, 2011). Ces évenements
sont des altérations du matériel génétiqgue comme des mutations ou des changements épigénétiques de
la chromatine (Withrow et al., 2012). Enfin, il s’agit d’'une maladie multifactorielle car il existe une
relation subtile entre génétique et environnement dans 1’apparition de ces altérations (Tabaries, 2009).
L’ensemble de ces événements transformant une cellule normale en une cellule au phénotype
cancéreux est la cancérogenese.

4.2. Le cancer est une maladie du génome

4.2.1. Les preuves de 'implication des génes

Le cancer est une maladie qui a une forte part génétique, c’est-a-dire qu’il est dii a une
modification du génome des cellules cancéreuses. Cette origine génétique a été suggérée par
I’existence de cancers héréditaires et de prédispositions aux cancers dans des familles humaines
comme dans le syndrome de Li-Fraumeni, mais aussi par I’existence fréquente d’anomalies du
caryotype dans les cellules tumorales (Boveri, 1914 ; Lingaas et al., 2003 ; Nickerson et al., 2002 ;
Tabori et Malkin, 2008 ; Thomas et al., 2009, 2005). L’implication de génes dans la formation des
tumeurs ne fait plus aucun doute, que ce soit chez I’lhomme ou chez le chien (Wayne et Ostrander,
2007). Ces altérations génomiques sont provoquées par différents agents cancérigenes extrinseques
(chimiques, physiques ou viraux) et aussi par des facteurs intrinséques liés a I’'individu comme 1’age,
le sexe ou le génotype (Withrow et al., 2012).
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4.2.2. Lecycle cellulaire et la cancérogenése

L’organisme est composé de cellules en prolifération ou quiescentes. Un équilibre se forme entre
I’apparition de nouvelles cellules et la mort cellulaire. Les cellules en division subissent un ensemble
d’étapes qui constituent le cycle cellulaire. Chaque étape de ce cycle est contrdlée par des

« checkpoints » ou points de contrdle permettant d’assurer un processus sans anomalies (Withrow et
al., 2012).

4.2.2.1. Les étapes du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se divise en quatre phases. La plupart des cellules dans un organisme ne sont
pas en division cellulaire et sont donc sorties de ce cycle, elles sont dans un état quiescent
correspondant & une phase GO supplémentaire (Withrow et al., 2012). Ces quatre phases sont (figure
1):

phase M : c¢’est la mitose au cours de laquelle la cellule mére a 4n chromosomes se sépare en

deux cellules filles & 2n chromosomes;

- phase G1 : phase de croissance cellulaire et de synthése nécessitant de nombreux facteurs de
croissance et des nutriments. C’est a la fin de cette étape que la cellule atteint un stade
essentiel dit « point de restriction » (R) ou elle va soit s’engager vers la phase S (puis vers la
division cellulaire) soit vers la phase réversible de quiescence GO, soit vers le processus
d’apoptose ;

- phase S: phase de synthése ou le matériel génétique se duplique en deux exemplaires

identiques ;

phase G2 : phase de préparation a la mitose avec synthese des précurseurs du fuseau.

4.2.2.2. Les mutations et les génes impliqués dans la dérégulation du cycle cellulaire

Comme indiqué précédemment, ce cycle cellulaire est hautement controlé a toutes ses étapes. Il
existe des facteurs inhibiteurs et activateurs du cycle dont la somme aboutit a un équilibre. Toute
altération de cet équilibre (autrement appelé homéostasie cellulaire) peut conduire a des situations
pathologiques comme la formation de cancers. Ces facteurs sont codés par un nombre limité de génes
que I’on retrouve treés souvent altérés dans le génome des cellules cancéreuses. Parmi ces genes, on
retrouve des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs (Withrow et al., 2012).
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Figure 1 : Le cycle cellulaire. Adaptée d’apres Tabaries (2009).
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4.2.2.2.1. Les oncogenes

Les proto-oncogenes sont des génes cellulaires hautement conservés dans 1’évolution de telle
sorte qu’ils sont partagés par de nombreuses especes de mammiféres. Cette haute conservation suggere
qu’ils jouent un rdle clé dans la survie de 1’organisme, notamment dans les mécanismes de
multiplication et de division cellulaire (Fort, 2007 ; Withrow et al., 2012).

L’activation des proto-oncogenes en oncogenes par des mutations ou des changements
épigénétiques est a ’origine d’une synthése de protéines constitutivement activées qui vont rompre
I’équilibre du cycle cellulaire et aboutir au processus de cancérisation. Tous les oncogenes sont
dominants ¢’est-a-dire qu’un seul all¢le muté est suffisant pour induire le phénotype mutant.

Les protéines codées par ces oncogeénes ont des fonctions que ’on peut regrouper en cing
familles principales, il s’agit :

1 - de facteurs de croissance,

2 - de récepteurs a activite tyrosine kinase pour des facteurs de croissance,

3 - de protéines G permettant la transduction des signaux,

4 - de protéines cytoplasmiques a activité kinase,

5- de protéines nucléaires de régulation (essentiellement des facteurs de
transcription).
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La figure 2 illustre I’intervention de ces molécules au niveau cellulaire et donne des exemples
d’oncogenes que 1I’on rencontre fréquemment chez le chien et I’homme.

L’activation par mutation de ces oncogenes aboutit & un « gain de fonction ». Elle se fait par
différents mécanismes que 1’on retrouve de fagon similaire a la fois chez I’homme et chez le chien :
translocation chromosomique (transfert d’un proto-oncogéne d’un chromosome sur un autre
chromosome a proximit¢ d’un geéne ayant un promoteur fort), amplification génique, mutation
ponctuelle, insertion d’un génome viral, capture d’un proto-oncogene par un rétrovirus (Breen et
Modiano, 2008 ; Paoloni et Khanna, 2008 ; Withrow et al., 2012).

4.2.2.2.2. Les génes suppresseurs de tumeur

Ce sont des génes inhibiteurs de la multiplication cellulaire. Leur nom provient du fait qu’une
mutation perte de fonction dans ces génes favorise I’apparition des cancers. On retrouve les génes P53,
RB, pl16, la famille CDKN2, PTEN, BRCAL, BRCA2 etc. Beaucoup de ces génes participent a la
réparation des dommages a I’ADN lors du cycle cellulaire. Ils agissent sur un mode récessif, c’est-a-
dire qu’il faut muter les deux all¢les du géne pour provoquer un cancer.

Figure 2 : Principaux oncogénes impliqués dans la pathogénie des cancers spontanés chez I'homme.
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4.2.3. Les caractéristiques élémentaires d’une cellule cancéreuse

La cellule cancéreuse possede des propriétés élémentaires acquises au cours du processus de
cancérogenese. L’ordre d’acquisition de ces propriétés est supposé aléatoire. On en dénombre
huit illustrées dans la figure 3 (Hanahan et Weinberg, 2011) :

- autosuffisance en facteurs de croissance (la cellule reste dans un état de prolifération active
sans phase de quiescence),

- insensibilité aux signaux anti-prolifératifs,

- échappement a I’apoptose,

- potentiel réplicatif illimité,

- capacité a induire la création de nouveaux vaisseaux (néoangiogenese),

- pouvoir métastatique donnant a la cellule tumorale la capacité de coloniser d’autres tissus,
¢loignés de son tissu d’origine,

- échappement au systeme immunitaire,

- capacité de reprogrammer le métabolisme énergétique.

L’acquisition de ces propriétés dans un temps assez court a 1’échelle de la vie de 1’organisme est
permise grace a l’instabilité génomique des cellules cancéreuses et par I’activité pro-tumorale du
processus inflammatoire péri-tumoral (figure 3).

Figure 3 : Les propriétés élémentaires du tissu cancéreux. Adaptée d’aprés Hanahan et Weinberg (2011).
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4.2.4. Biologie de la croissance tumorale

Une fois le stade de la cancerogenése franchi, le tissu tumoral va s’étendre et coloniser peu a peu
son environnement proche mais aussi des tissus éloignés. Pour cela, la tumeur augmente sa
vascularisation avoisinante via le processus d’angiogenése puis émet des emboles qui disséminent a
distance grace au processus métastatique. Ces processus de croissance tumorale sont communs a
I’homme et au chien (Fosmire et al., 2004 ; Ranieri et al., 2003). Ce dernier s’avére étre un bon
modele pour étudier ces mécanismes, identifier des marqueurs biologiques comme des facteurs
diagnostiques et pronostiques, comme nous le verrons dans la deuxiéme partie.

4.3. Des mutations et des profils d’expression génique en commun

4.3.1. Exemples de mutations communes

Des études rapportent que de nombreux génes participant au développement d’un cancer chez
1’homme le sont aussi chez le chien.

4.3.1.1. Cas de I’ostéosarcome

Lors d’ostéosarcome, par exemple, la mutation du gene P53 est observée chez le chien comme
chez I’lhomme (Mendoza et al., 1998) bien que chez ce dernier la mutation soit une délétion ou un
réarrangement ce qui ne semble pas étre le cas chez le chien (Mueller et al., 2007). Le gene P53 est un
géne suppresseur de tumeur, ¢’est un « gardien du génome ». Il intervient dans la réparation de I’ADN
lorsque des erreurs surviennent pendant la phase de réplication. Une perte de fonction de P53 entraine
une accumulation des erreurs lors de la réplication. Ces erreurs ne sont pas corrigées et sont
ensuite fixées apres la mitose. Cela conduit a une instabilité génomique et une croissance incontrdlée
d’ou une transformation cancéreuse. La perte de fonction de P53 intervient dans de multiples cancers
du chien (Gamblin et al., 1997 ; Lee et al., 2004 ; Mayr et Reifinger, 2002 ; Mendoza et al., 1998 ;
Pinho et al., 2012, 2012 ; Setoguchi et al., 2001) et de 1’homme, chez lequel P53 est le gene le plus
fréquemment inactivé dans les tumeurs sporadiques (Lane, 1992 ; Withrow et al., 2012). D’autres
génes supposés impliqués dans la progression de 1’0stéosarcome de 1’enfant sont retrouvés dans le
modéle canin, comme les génes PTEN, RB, EZRIN, C-MET et ERBB-2 (De Maria et al., 2009 ;
Ferracini et al., 2000 ; Flint et al., 2004 ; Levine et al., 2002 ; Paoloni et al., 2009a).

4.3.1.2. Cas des tumeurs mammaires

Un autre cancer particulierement étudié de nos jours est le cancer du sein chez lequel des
altérations des genes BRCA1 et BRCA2, clairement impliquée dans son développement chez la femme
(Bertucci et al., 2006), sont aussi presentes chez la chienne (Mahé, 2010 ; Rivera et al., 2009).

4.3.1.3. Des mutations et anomalies cytogenétiques semblables

Les mutations faisant intervenir les protéines tyrosine kinases sont parmi les plus étudiées
(Morgant, 2011 ; Ranieri et al., 2013a). La mutation par délétion dans I’exon 11 qui code le domaine
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juxta-membranaire de la protéine KIT est a I’origine de GIST et de mastocytome chez le chien, mais
aussi de GIST chez I’lhomme (Gregory-Bryson et al., 2010).

Des aberrations chromosomiques sont partagées dans les tumeurs humaines et canines. Citons le
cas de la leucémie myéloide chronique (CML) humaine caractérisée par la présence d’un transcrit
aberrant BCR-ABL, issu de la fusion du géne BCR et du géne ABL suite a une translocation réciproque
entre les chromosomes 9 et 22. On obtient suite a cette translocation le tristement célébre chromosome
« Philadelphie » asssocié a une surexpression du gene BCR-ABL, induisant une augmentation de
’activité tyrosine kinase de la protéine de fusion BCR-ABL ; I’activité kinase étant portée par un
domaine de la protéine ABL. Chez le chien, cette translocation, retrouvée a 1’identique dans des CML
canines entre les chromosomes 9 et 26, affecte les genes orthologues (Breen et Modiano, 2008 ;
Gordon et al., 2009).

4.3.2. Des profils d’expression génique semblables

Le profil d’expression génique d’un tissu est I’ensemble des produits d’expression de ses génes
(ARN ou protéines). Il ne s’agit plus d’étudier un unique geéne mais de comprendre toutes les
interactions entre I’ensemble des génes a un moment donné dans un tissu donné. Il permet de décrire
quels geénes sont réprimés tandis que d’autres sont actives (Bertucci et al., 2006).

Dans les tumeurs de I’homme, ces profils d’expression sont bien étudiés (Bertucci et al., 2006 ;
Man et al., 2005 ; Von Hoff et al., 2010). On retrouve souvent le méme genre de patron d’expression

chez le chien; c’est le cas pour les tumeurs mammaires ou 1’ostéosarcome de 1’enfant par exemple
(Paoloni et Khanna, 2008, 2007).

Des études pangénomiques comparatives récentes, basées sur I’analyse de 1’expression d’environ
10 000 geénes orthologues, démontrent que les mémes génes sont derégulés dans les tumeurs
mammaires et les cancers du sein, par comparaison avec une glande mammaire saine. Les mémes
génes liés a des mécanismes de prolifération sont surexprimés. Les mémes genes liés a la
différenciation cellulaire, a 1’adhérence matricielle, a la communication intercellulaire sont réprimés
(Pinho et al., 2012). Les voies de signalisation impliquées sont communes comme PI3K/AKT, K-RAS,
PTEN, Wnt/B-caténine, MAPK comme le résume le tableau 2 (Uva et al., 2009). Le partitionnement
des données (clustering analysis) groupe les échantillons en fonction de leur origine (tissu tumoral ou
tissu sain) plut6t qu’en fonction de I’espece (homme/chien) (Uva et al., 2009).

Nombreuses sont les études comparant 1’ostéosarcome du chien et de ’homme (Mueller et al.,
2007). La premiere comparaison des profils d’expression génique pour ce cancer fut réalisée en 2009
par Paoloni et ses collaborateurs. Elle a montré sur la base de 265 transcrits orthologues qu’il n’y a pas
de différence entre les tumeurs des deux especes : les échantillons de tissus tumoraux de 1’homme et
du chien présentent le méme profil transcriptionnel, comme I’illustre la figure 4 (Paoloni et al., 2009a).
D’autres chercheurs aboutissent aux mémes observations et proposent des voies de signalisation
communes, telles que Hedgehog, Wnt et des chemokines/cytokines (O’Donoghue et al., 2010 ;
Selvarajah et al., 2009).
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dans la tumorigenese mammaire. Adapté d’aprés Pinho et al. (2012).

Tableau 2 : Analyse comparée de la dérégulation des génes et des voies de signalisation impliquées

Cancer du sein chez la | Tumeur mammaire chez
femme la chienne
Voie de signalisation/génes
Niveau d'activité
PISK/AKT Augmenté Augmenté
KRAS Augmenté Augmenté
PTEN Diminué Diminué
Whnt-p-caténine Augmenté Augmenté
Cascade MAPK Augmenté Augmenté
BRCAl Diminué Diminué
BRCA2 Augmenté Augmenté
P53 Diminué Diminué
Récepteurs aux hormones
stéroides
Récepteurs aux oestrogenes Augmenté Augmente (dgnnee
controversée)
Récepteurs a la Diminué (donnée Diminué (donnée
progestérone controversee) controversée)
Autres molécules associées
au cancer
E-cadhérine Diminué Diminué
Sialyl Lewis x Augmenté Augmenté
P-cadhérine Augmenté Augmenté
EGFR Variable Donnée controversée

En conclusion, il est observé que la dérégulation des voies de signalisation associées au
phénotype tumoral dans un cancer chez I’homme est souvent identique chez le chien. Cela suggére que
les molécules anti-cancéreuses ciblant ces voies de signalisation auront les mémes effets dans les deux
espéces. Les analyses comparatives interspécifiques des transcrits d’un tissu tumoral se développent de
plus en plus. Elles sont a la base de I’identification de marqueurs biologiques qui pourront étre
découverts chez le chien puis utilisés secondairement chez I’homme (Uva et al., 2009).

La constitution en 2011 d’une banque de profils d’expression génétique pour un ensemble de 10
types tissulaires (foie, rein, cceur, poumon, nceud lymphatique, rate, jéjunum, pancréas, muscle
squelettique), chez le chien et chez I’homme, grace a des puces d’expression génique (micro-array),
facilite les protocoles pour les études translationnelles sur le cancer (Briggs et al., 2011).
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Figure 4 : Comparaison de I'expression génique d’échantillons d'ostéosarcome humains et canins.
Le partitionnement des données (clustering analysis) en fonction du niveau d’expression (forte en rouge, faible en vert) de
265 genes regroupe d’un c6té les échantillons d’ostéosarcomes humains et canins (a droite), et de 1’autre coté les
échantillons sains des deux especes (a gauche). Adaptée d’apres Paoloni et al. (2009).
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5. UNE  ORGANISATION HISTOLOGIQUE  TUMORALE
SEMBLABLE

5.1. Les tumeurs canines d’intérét histologique pour ’oncologie comparée

Certains cancers du chien partagent, sur le plan histologique, les mémes caractéristiques que leur
homologue chez I’homme si bien qu’il serait parfois difficile de les différencier sur une lame
histologique. Nous pouvons citer 1’ostéosarcome, le lymphome, le mélanome, les tumeurs mammaires
ou les carcinomes pulmonaires par exemple (Antuofermo et al., 2007 ; Gorlick et Khanna, 2010 ;
Paoloni et Khanna, 2008 ; Simpson et al., 2014).

Les photographies suivantes (figures 5 a 8), obtenues sur des échantillons de piéces d’autopsie
du service d’anatomie-pathologique de ’ENVA (pour les illustrations de tissus canins), illustrent
parfaitement ces ressemblances.
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Figure 5 : Coupe histologique d’un lymphome intestinal de haut grade chez le chien. Grossissement
x500, coloration hématoxyline-éosine. Don du Dr. Reyes-Gomes du service d'Anatomie pathologique de 'ENVA.

Figure 6 : Coupe histologique d’un lymphome intestinal de haut grade chez I'homme. Grossissement x500,
coloration hématoxyline-éosine. Adaptée d’aprés (NATURE.COM. Lymphoid neoplasms associated with concurrent t(14
;18) and 8q24/c-MYC translocation generally have a poor prognosis. [En ligne]. (Mise & jour en 2014).
[http://www.nature.com/modpathol/journal/v19/n1/fig_tab/3800500f3.html]. (Consulté le 23/04/2014).)
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Figure 7 : Coupe histologique d’un adénocarcinome pulmonaire de type papillaire chez le chien.
Coloration hématoxyline-éosine. Don du Dr. Reyes-Gomez du service d'Anatomie pathologique de 'ENVA.

Figure 8 : Coupe histologique d’un adénocarcinome pulmonaire de type papillaire chez I'hnomme.
Grossissement x500, coloration hématoxyline-éosine. Adaptée d’apres ROSEN Y. Coupe histologique de poumon. (Mise a
jouren 2014). In : Pulmonary Pathology. [En ligne].
[https://www.flickr.com/photos/pulmonary_pathology/4563169466/sizes/l/in/photostream/]. (Consulté le 23/04/2014).
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5.2. Hétérogénéité tumorale

On retrouve la méme hétérogénéité intra-tumorale si particuliére au processus cancéreux qui rend
souvent inefficace la chimiothérapie conventionnelle. On observera par exemple des zones trés
vascularisées a proximité d’autres peu vascularisées (zone centrale de la tumeur par exemple) donc en
hypoxie. C’est notamment le cas pour les tumeurs de type sarcome dans lesquelles, lors d’une
observation sous microscope, on retrouve des tissus dont 1’organisation differe énormément sur une
méme lame. Cela dépend de son environnement, des signaux recus par les cellules avoisinantes
(facteurs de prolifération, de différenciation, d’apoptose, de survie) et de la densité de la
vascularisation. C’est ce qui explique pourquoi le diagnostic histologique final doit toujours se faire
sur une piece histologique compléte. L’organisation anarchique et la complexité de la biologie
tumorale chez I’homme est parfaitement mimée sur le plan histologique dans le modele des cancers
d’apparition spontanée du chien domestique (Withrow et al., 2012).

5.3. La technique du « tissu micro-array »

L’avénement de nouvelles techniques d’analyse histologique comme le TMA (tissu micro-array)
permet a présent de comparer plusieurs dizaines d’échantillons simultanément (entre 60 a 120) par
immuno-phénotypage, ce qui facilite la comparaison entre les deux especes. La TMA est utilisée dans
de nombreuses études comparatives pour confirmer que 1’on retrouve les mémes marqueurs
histologiques dans les tumeurs humaines et les tumeurs canines (Abadie, 2014).

5.4. Classification histologique

5.4.1. Principe

Il est souvent utile d’établir une classification histologique des tumeurs. Cette classification
souvent définie en « grades » est associée a un pronostic particulier. Certaines tumeurs du chien ont
leur propre classification (comme le mastocytome) tandis que d’autres ont des classifications que I’on
extrapole a partir des tumeurs humaines, comme les lymphomes ou les tumeurs mammaires. Cela peut
s’avérer intéressant pour 1’oncologie comparée car une fois que 1’on a démontré que la classification
histologique est similaire, la découverte de facteurs pronostiques chez le chien pourra facilement étre
transposée & I’homme (Withrow et al., 2012).

5.4.2. Exemple des tumeurs mammaires et cancers du sein « triple-négatifs »

Pour les cancers du sein, outre la classification histologique standard de 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) de 1981, il existe une classification histologique moléculaire qui a été obtenue par
des études de profil d’expression génique, puis par immuno-phénotypage. Cette classification
moléculaire identifie cing sous-types de cancers du sein qui se distinguent par leur phénotype et leur
pronostic : tumeur de type luminal A ou luminal B, tumeur de type basal, tumeur HER2+, tumeur de
type normal-like (Sorlie et al., 2001).

Les tumeurs HER2+ et de type basal ont un moins bon pronostic que les tumeurs de type
luminal. Les tumeurs de type luminal et HER2+ bénéficient de thérapies ciblées : la thérapie
hormonale pour les tumeurs luminales et le trastuzumab (un anticorps monoclonal) pour les tumeurs
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HER2+. Aucune cible thérapeutique n’a été isolée pour le moment pour les tumeurs de type
basal (Abadie, 2014). L’unit¢ AMaROC du Dr. Abadie de 1’école vétérinaire de Nantes (ONIRIS) a
réussi a valider cette classification moléculaire chez les chiennes atteintes de tumeurs mammaires en
identifiant 4 sous-types avec différents pronostics. Le phénotype de ces sous-types moléculaires est
établi en utilisant des marqueurs immuno-histochimiques définis au départ par Nielsen et ses
collaborateurs (Nielsen et al., 2004) : ER (oestrogen receptor), PR (progesterone receptor), HER2,
Ki67, EGFR et cytokeratine. La figure 9 illustre la démarche utilisée pour aboutir a ces quatre sous-

types.

Chez le chien, les tumeurs mammaires sont en grande majorité « triple-négatives » (77 % des cas
sur 350 échantillons), c’est-a-dire qu’elles n’expriment ni HER2, ni les récepteurs aux oestrogénes
(ER) et a la progestérone (PR). Les tumeurs luminales sont rares et celles qui surexpriment HER2 ne
sont pas retrouvées (Abadie, 2014).

Chez la femme, les tumeurs triple-négatives sont moins fréquentes puisqu’on n’en retrouve que
dans 20 % des cas. Ces tumeurs sont importantes a identifier car elles ont un mauvais pronostic par
rapport a celles de type luminal, compte tenu de 1’absence de cibles thérapeutiques, ce qui réduit les
possibilités de traitement. La prévalence plus importante de ces tumeurs chez le chien (estimée a
environ 77 %) est un avantage certain pour découvrir des thérapies innovantes dans des essais
précliniques avant de les transférer a I’homme.

L’¢tude de 1’unité AMaROC valide ainsi les tumeurs mammaires d’apparition spontanée de la
chienne comme mod¢le d’étude pertinent des cancers du sein chez la femme, en particulier des cancers
du sein triple-négatifs pour lesquels les cibles thérapeutiques restent & découvrir. A I’instar des
tumeurs mammaires, d’autres cancers sont 1’objet de tentatives de classification en sous-types
moléculaires a des fins pronostiques, comme 1’ostéosarcome ou le lymphome (Frantz et al., 2013 ;
Scott et al., 2011).
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Figure 9 : Schéma du protocole suivi par I’unité AMaROC pour déterminer le sous-type

histologique d’une tumeur mammaire canine. La prévalence de chaque sous-type est fournie et comparée a celle

retrouvée chez la femme. Adaptée d’apres Abadie (2014).
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6. LES AVANTAGES DE L’UTILISATION DU CHIEN
DOMESTIQUE PAR RAPPORT A LA SOURIS

Il est dit que le chien est le « meilleur ami de ’homme ». Outre son intérét majeur en tant
qu’animal de compagnie fidele et joueur, les oncologistes démontrent qu’il est aussi la clé d’avancées
thérapeutiques majeures. Les arguments suivant soulignent en quoi le chien est un bon modéle d’étude
des cancers humains.

6.1. La souris : un modeéle indispensable mais insuffisant

6.1.1. Lasouris, premier modele in vivo dans la recherche contre le cancer

Le modele souris a été et reste d’une utilité indiscutable pour explorer le réle des génes et de
leurs protéines impliqués dans le mécanisme de 1’oncogenése (Pinho et al., 2012). La souris a permis
de mettre en évidence les mécanismes d’initiation, de promotion et de progression des tumeurs. Elle a
joué un role majeur dans le développement préclinique d’agents anti-cancéreux, et ce depuis plus
d’une soixantaine d’année (Lartigue, 2013 ; Ranieri et al., 2013a; Talmadge et al., 2007). Certains
auteurs rappellent que les rongeurs peuvent de facon fiable évaluer la premiére dose a utiliser pour une
molécule qui entre en essai clinique de phase 1 (Freireich et al., 1966 ; Talmadge et al., 2007). Ce
modele autorise un développement tumoral dans les trois dimensions, montrant les interactions avec le
stroma environnant et les apports veineux, ce qui n’est pas possible avec les modéles in vitro (Gordon
et Khanna, 2010).

6.1.2. Un modéle peu prédictif

Toutefois ce modele présente des insuffisances sur divers points montrant qu’il n’est pas assez
prédictif de ce que I’on observe chez I’homme (Schuh, 2004).

Il ne présente pas les caractéristiques qui définissent le cancer chez I’homme comme les longues
périodes de latence, la biologie complexe des récidives et des métastases qui sont pourtant le facteur
déterminant de la survie a long terme d’un patient cancéreux (Gordon et Khanna, 2010). Il existe des
différences biologiques majeures concernant notamment I’activité de la télomérase, les conséquences
de I’altération de certains génes, le métabolisme oxydatif, la tolérance plus importante de la souris face
a des hautes concentrations de principes actifs, le nombre de cellules et de mitoses (Gordon et Khanna,
2010 ; Lartigue, 2013). Les modéles murins classiquement utilisés sont immuno-déficients (souris de
type « nude ») afin de pouvoir pratiquer des xénogreffes de lignées cellulaires tumorales humaines.
Cette immunodéficience ne permet pas de reproduire les conditions réelles d’un organisme humain et
les interactions entre systeme immunitaire et cancer. Enfin, les nouvelles thérapies ciblées qui
commencent a voir le jour ont un mécanisme d’action qui est difficilement modélisable dans cette
espece.
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6.2. Augmentation majeure du taux de médicalisation et de la durée de vie
du chien

C’est un fait, nos chiens de compagnie sont de plus en plus considérés comme des membres de la
famille & part entiére. Aux Etats-Unis un sondage rapporte que 54 % des animaux sont considérés ainsi
par leur propriétaire et plus de 40 milliards de dollars sont investis chaque année pour la sante de leur
chien (Rowell et al.,, 2011). Nos chiens profitent maintenant d’une meilleure nutrition, de la
vaccination contre des maladies infectieuses souvent mortelles, de structures vétérinaires bien équipées
réalisant des examens complémentaires et des traitements poussés. Les propriétaires sont de plus en
plus conscients de ce qu’il est possible de réaliser et sont toujours plus exigeants a ce propos (Paoloni
et Khanna, 2007).

L’augmentation non négligeable de 1’espérance de vie moyenne de nos chiens domestiques fait
qu’ils vivent assez longtemps pour développer des cancers de fagcon spontanée. Un chiffre en 2006
indique que plus de 45 % des chiens de compagnie sont agés de plus de 6 ans, ce qui équivaut a 60-95
ans chez I’lhomme (Rowell et al., 2011). Leur durée de vie, ni trop courte ni trop longue, fait que I’on
peut mener des essais cliniques jusqu’a leur terme.

6.3. L’homme et le chien partagent le méme environnement

Notre chien domestique partage notre maison, notre jardin, notre canapé, notre chambre voire
notre lit; il subit dés lors la méme pression environnementale que nous sur son organisme. De
nombreux auteurs se sont attachés a démontrer 1’intérét du chien comme mod¢le et sentinelle de 1’effet
de I’environnement sur notre santé. Le lieu de vie, les aéro-allergenes, la pollution des villes, la
présence de fumeurs, la présence de parasites, 1’exposition aux pesticides, les rayons UV, les champs
magnétiques, I’amiante, les radiations, I’obésité, certains virus, sont autant de facteurs d’exposition qui
sont éventuellement des facteurs de risque du cancer comme nous le verrons dans la partie 2
(Glickman et al., 1989 ; Hayes et al., 1991 ; Reif et al., 1992 ; Withrow et al., 2012)

Par ce partage des mémes éventuels facteurs de risque environnementaux du cancer, le chien se

place sur un pied d’égalit¢ avec 1’homme, ce qui le distingue du modele murin isolé dans des
environnements confinés et sécurisés d’un point de vue sanitaire.

6.4. Certains cancers partagés sont plus fréquents chez le chien

Comme indiqué précédemment, certains cancers présentent un intérét d’étude chez le chien car
leur incidence est beaucoup plus élevée que chez I’homme. On peut donc réunir plus facilement un
échantillon suffisamment grand pour les essais cliniques. On peut citer par exemple 1’ostéosarcome, le
lymphome non-hodgkinien, les sarcomes des tissus mous et les tumeurs mammaires (Bedu, 2003 ;
Gorlick et Khanna, 2010 ; Ito et al., 2014 ; Marconato et al., 2013 ; Mueller et al., 2007 ; Withrow et
Wilkins, 2010).
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6.5. Le chien profite des mémes thérapies que ’homme

La chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et maintenant I’immunothérapie sont disponibles
désormais en médecine vétérinaire (Paoloni et Khanna, 2008). Il est courant d’utiliser des protocoles
de chimiothérapie en médecine humaine associant plusieurs molécules cytotoxiques a dose réduite
dont I’association induit un effet synergique. Le chien bénéficie lui aussi de ce genre de protocoles
ainsi établis chez I’homme, d’autant plus que les principes actifs utilisés ont un spectre d’activité
similaire (Withrow et al.,, 2012). On compte beaucoup moins de différences en matiere de
pharmacocinétique et de métabolisme des molécules anticancéreuses entre 1’homme et le chien
qu’entre I’homme et la souris (Knapp et Waters, 1997). Par exemple, les drogues cytotoxiques
efficaces chez le chien pour traiter le lymphome non-hodgkinien (comme la vincristine, le
cyclophosphamide, la doxorubicine, le mitoxantrone, la cytarabine arabinoside, le méthotrexate) sont
les mémes que chez ’homme. De la méme maniére, les molécules inefficaces sont les mémes
(gemcitabine, cisplatine, carboplatine) (Paoloni et Khanna, 2008).

L’absence de traitement de référence ou « gold standard » chez le chien autorise parfois les
vétérinaires a se lancer dans des traitements en cours d’investigation, parmi lesquels se trouvent les
nouvelles thérapies ciblées, c’est-a-dire des molécules qui ciblent préférentiellement les tissus
tumoraux et épargnent les tissus sains. Ainsi, le chien participe activement a la mise en place et a la
recherche de nouveaux traitements innovants et fait donc partie des premiers a en profiter, comme
nous le verrons dans la partie 3 (Ranieri et al., 2013a). De plus, les chiens ne sont généralement pas
lourdement traités comme les hommes avant de commencer la nouvelle thérapie ce qui permet de juger
sans biais de sa véritable efficacité.

La relative grande taille de 1’espéce canine rend faisable des thérapies multimodales c’est-a-dire
associant chirurgie et chimiothérapie adjuvante par exemple (Withrow et Wilkins, 2010). De méme,
des examens d’imagerie tels que la radiographie, le scanner ou I’IRM sont disponibles. Ceci fournit un
nombre non négligeable de cas qui a terme participent au perfectionnement de nos techniques de
chirurgie d’une part et de diagnostic d’autre part.

Enfin, les tumeurs spontanées du chien offrent I’opportunité de tester des stratégies
thérapeutiques testées jusqu’alors sur les animaux de laboratoires avec des cancers induits
artificiellement.

6.6. Un génome canin entierement séquencé présentant beaucoup
d’homologies avec le génome humain

C’est en 2005 que le Dog Genome Sequencing Project arriva & son terme en produisant la
séquence génomique d’une femelle boxer (Lindblad-Toh et al., 2005a). Le Chien devint ainsi le
cinquiéme mammifére a bénéficier d’un séquengage complet aprés I’Homme, la Souris, le Chimpanze
et le Rat. Ce fut une étape importante dans le succes du chien en tant que modéle en oncologie
comparée. La connaissance de son génome et des régions fonctionnelles qui le composent offre un
formidable potentiel et un puissant outil pour affiner notre connaissance du génome humain et des
maladies humaines. En effet, I’apparition des maladies génétiques du chien est spontanée et la plupart
sont homologues de maladies génétiques humaines (Wayne et Ostrander, 2007).

En résumé, le séquencage du génome canin nous apprend qu’il a de plus grandes homologies
avec le génome humain que tous les autres modeles de mammiféres (Lindblad-Toh et al., 2005a),
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notamment en ce qui concerne les familles de génes associés aux cancers (Paoloni et Khanna, 2008).
La figure 10 illustre cette forte homologie en comparant quatre genes associés au cancer (MET,
IGF1R, KIT, mTOR) entre homme et chien d’une part, entre homme et souris d’autre part.

L’identification de la participation des geénes et de I’environnement dans la maladie
multifactorielle qu’est le cancer s’avére incroyablement compliquée a disséquer compte tenu du haut
niveau d’hétérogénéité génétique de la population humaine. Or le statut original de 1’espéce canine,
composée de plus de 400 races, avec une remarquable homogénéité intra-raciale couplée a une
surprenante hétérogénéité inter-raciale autorise a mener des études visant a isoler des génes d’intérét,
communs aux hommes et aux chiens, de maniére beaucoup plus simple et rapide que chez ’homme
(Karlsson et Lindblad-Toh, 2008 ; Rowell et al., 2011). L’ensemble de ces observations seront
détaillées dans la partie 2.
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Figure 10 : Homologie entre ’homme et le chien et entre homme et souris pour 4 genes associés au
cancer (MET, IGF1-R, KIT et mTOR). Comparaison du pourcentage de conservation d’une séquence nucléotidique
entre deux espéces : en ordonnée, le % de conservation entre le géne donné dans 1’espéce concernée (« 1 » pour le chien,

« 2 » pour la souris) avec I’homme ; en abscisse un extrait de la séquence nucléotidique. Adaptée d’aprés Paoloni et
Khanna (2008).
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6.7. De nouveaux outils sont disponibles pour étudier la biologie du chien

L’un des plus grands obstacles a 1’utilisation du chien comme mod¢le pour le cancer a été le
manque d’outils de recherche (Porrello et al., 2006). Heureusement, ce fosse avec la médecine
humaine se comble rapidement. L’avénement du chien en tant que mod¢le du cancer chez I’homme ces
dix derniéres années a incité les chercheurs et les structures vétérinaires a developper les mémes outils
que ceux utilisés chez I’homme.

En particulier, d'un point de vue anatomo-pathologique, les techniques de diagnostic se sont
affinées et les laboratoires sont a méme de définir le caractére histologique précis d'une tumeur ainsi
que son degré d'agressivité, ce qui permet d'adapter le choix des thérapies et surtout de donner un
pronostic au propriétaire. D’ailleurs, des examens cytologiques et histologiques sont aisément
praticables, les propriétaires de chien acceptent assez fréquemment d’autopsier leur animal apres
euthanasie, ce qui améliore les connaissances histologiques des cancers et permet de construire des
banques de tissus. Des puces @ ADN (ou tissu micro-arrays), plaquettes permettant de regrouper de
multiples échantillons de tissu a 1’échelle miniature et de les analyser de fagcon simultanée Se sont
développés derniérement. Rappelons par ailleurs la diversité des anticorps monoclonaux et autres
réactifs moléculaires disponibles pour réaliser des marquages par immunohistochimie (Withrow et al.,
2012).

En effet, I’étude des génes et de leur profil d’expression est désormais possible chez le chien
(Mueller et al., 2007). On retrouve les techniques classiques de biologie moléculaire comme la PCR,
RT-PCR, techniques de « blots », marqueurs et sondes a ADN/ARN et les techniques d’hybridation
génomique (Breen, 2009). Une des avancées majeures est venue de 1’essor des puces a ADN chez le
chien, outil permettant d’étudier 1’expression de plusieurs milliers de génes simultanément, laissant au
chercheur la possibilité d’établir une véritable carte d’identité du cancer (Holzwarth et al., 2005 ;
Shearin et Ostrander, 2010). Ces outils sont une aide capitale pour découvrir des genes de
prédisposition au cancer comme nous le verrons dans la partie 2.

La disponibilité de ces outils accorde un gain de temps considérable pour la recherche. La
comparaison est desormais possible entre le cancer du chien et le cancer de I’homme puisqu’ils sont
décrits dans le méme langage.

En conclusion, les cancers spontanés du chien domestique se rapprochent plus de ce que ’on
demande a un modele idéal que ne le font les souris ou les cultures cellulaires (tableau 3).
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Tableau 3 : Caractéristiques idéales d'un modele de cancer humain et comparaison entre les
modeles in vitro, la souris et les tumeurs spontanées du chien. Adapté d’aprés Gordon et Khanna (2010).

Caractéristiques du Tumeur
modeéle idéal du | Culture cellulaire Souris spontanée du
cancer humain chien

Montre des
similarités Non Variable Oui

histologiques

Développement par

A . Non Rarement Oui
les mémes étapes

Exerce les mémes
effets locaux et
systémiques sur

I’organisme

Non Non Oui

Implique des genes et
des voies de
signalisation

similaires dans la Non Variable Fréguemment
cancérogenese et le
processus
métastatique

Répond de facon
semblable aux Variable Variable Fréguemment
différentes thérapies

Permet d’établir
I’influence des
variations génétiques
de la lignée germinale Non Non Oui
sur la réponse au
traitement de la
tumeur
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7. CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

Le chien domestique est un bon modéle pour la cancérologie humaine. Il présente des cancers de
facon spontanée et partage avec I’homme de grandes similitudes dans 1’épidémiologie et la biologie du
cancer.

Par bien des aspects, il offre des avantages que n’offre pas la souris bien que celle-ci reste
indispensable et nécessaire.

Compte tenu de I’extréme complexité de la biologie tumorale, il n’est pas surprenant que de
nombreux modeéles ne puissent pas étre représentatifs de toutes les caractéristiques des cancers de
I’homme. Trouver un modele parfait est, de fait, impossible. La pléiotropie du cancer amene a ce
qu’une tumeur chez un homme est souvent peu représentative de la méme tumeur chez un autre
individu de la méme espéce.

En conclusion, I’utilisation des cancers d’apparition spontanée du chien domestique serait utile
pour combler le fossé entre les études in vitro sur des modeles précliniques et les études in vivo chez
I’homme. Nous allons maintenant faire état des multiples contributions que 1’étude des cancers du
chien domestique a pu apporter a ce jour.
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DEUXIEME PARTIE : LES APPORTS
HISTORIQUES ET ACTUELS DU CHIEN
DOMESTIQUE POUR L’ETUDE DU CANCER CHEZ

L’HOMME
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1. INTRODUCTION DE LA DEUXIEME PARTIE

L’étude du cancer chez ’homme est difficile compte tenu du nombre important des facteurs
intervenant dans cette maladie. L’objectif final de la recherche contre le cancer est d’obtenir une
thérapie efficace permettant de détruire la tumeur sans trop atteindre les tissus sains environnements ni
causer d’effets secondaires trop déléteres a 1’organisme. Pour cela, une meilleure compréhension des
mécanismes intervenant dans la progression tumorale est nécessaire. De plus, on voit apparaitre une
prise de conscience collective sur les risques que peut engendrer I’environnement sur I’apparition d’un
cancer.

La majorité des connaissances sur le cancer sont attribuables a 1’étude de 1’homme et des
modeles précliniques de laboratoire. Notre connaissance de 1’oncologie vétérinaire a largement tiré
profit et extrapolé les informations obtenues chez I’homme. Néanmoins, les cancers spontanés du
chien domestique ont contribué, certes dans une moindre mesure, & approfondir notre connaissance sur
le cancer. Cette deuxiéme partie fait état de I’ensemble des apports ponctuels que ce modéle a amené
dans I’histoire de la recherche sur le cancer. On s’intéressera a 1’apport de I’étude du génome canin
dans la découverte des génes du cancer ; a son apport en tant que sentinelle pour les facteurs de risque
environnementaux du cancer ; a son apport dans la compréhension de la biologie tumorale (cellules
souches cancéreuses, processus métastatique, marqueurs biologiques).
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2. APPORT DE L’ETUDE DU GENOME DU CHIEN DANS LA
DECOUVERTE DES GENES DU CANCER

La compréhension des mécanismes a 1’origine du cancer passe indéniablement par 1’étude de son
génome. Le chien en tant qu’espéce contribue a la découverte des génes a 1’origine du cancer, en
proposant des geénes candidats non découverts chez I’homme mais aussi en confirmant des mécanismes
génetiques deja observés.

2.1. Evolution phylogénétigue des races canines

La population de nos chiens domestiques, composée de plus de 350 races, surprend par sa
composition. En effet elle associe sous le méme blason d’espeéce des individus de phénotypes
completement différents par la taille, le poids, la morphologie et le comportement. Il n’y a qu’a
observer un chihuahua et un dogue allemand c6te a cote pour en prendre conscience. Pour expliquer ce
phénoméne, il faut s’intéresser a 1’évolution phylogénétique ayant conduit a la création de 1’espece
puis des races canines.

2.1.1. Ladomestication du chien

Le chien domestique ou Canis lupus familiaris appartient a la famille des Canidae regroupant 34
espéces issues d’un ancétre commun carnivore existant il y a environ dix millions d’années (Ostrander
et Wayne, 2005). Les études phylogénétiques ont tenté de dater la domestication du chien en utilisant
I’ADN mitochondrial de plusieurs especes du genre Canis et ont indiqué que le chien domestique
serait issu de quelques loups gris de I’Est asiatique (Leonard et al., 2002). Puis des recherches
archéologiques et un complément d’analyses moléculaires de séquences génétiques ont abouti a un
consensus sur une date de domestication remontant a environ 14 000 ans avant Jésus-Christ
(Savolainen et al., 2002 ; Wayne et Ostrander, 2007).

L’arbre phylogénétique (annexe 1) obtenu confirme le lien étroit entre le chien domestique et le
loup gris (Canis lupus lupus). De fait leur génome présente seulement 0,04 % de différence dans les
séquences codantes d’ADN nucléaire (Wayne et Ostrander, 2007).

Cette domestication se traduit par une certaine coopération entre I’homme et le chien. L homme
’utilise pour la garde ou la défense en contrepartie d’une aide alimentaire. Elle s’accompagne par
définition d’une contrainte environnementale moins importante, autrement dit d’un « relachement »
des forces sélectives aboutissant a une diversité phénotypique plus élevée que chez le loup (Derrien,
2007).

2.1.2. Lacréation des races canines

L’objectif premier était de disposer de chiens ayant des compétences particulieres (chasse, garde
ou conduite des troupeaux). Il s’agit d’un processus relativement récent par rapport a 1’histoire de
I’espéce canine, remontant a plusieurs siecles, qui s’est concrétisé par la création de 1’English Kennel
Club pendant I’¢re victorienne il y a 200 ans pour répondre a la demande de fixer des standards dans
les races. L’apparition des races canines consistait en une sélection drastique d’individus présentant un
phenotype particulier, puis des pratiques d’accouplement organisées autour d’un nombre trés limité de
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reproducteurs, entrainant un taux de consanguinité et donc d’homozygotie élevé (Shearin et Ostrander,
2010).

Ce sont des populations de chiens avec une faible diversité génétique qui sont donc apparues sur
une courte période de temps. On peut considérer chacune de ces races comme autant d’isolats
génétiques a l’instar des populations humaines isolées géographiquement, comme la population
islandaise ou les populations iliennes en regle générale (Starkey et al., 2005).

Du point de vue du génome, une race canine se deéfinit comme un « pool » de genes, plus
précisément d’alléles, fixant une taille, une morphologie, un pelage, un comportement caractérisant
cette derniere. Pour exemple, Parker et son équipe ont réussi a regrouper apres génotypage de
seulement 96 marqueurs microsatellites, 414 chiens dans leur race respective (au total 85) (Parker et
al., 2004).

2.1.3. Bilan : deux goulots d’étranglement

L’évolution phylogénique de I’espéce canine présente deux goulots d’étranglements. Un goulot
d’étranglement se définit par une forte diminution d’une population initiale des individus d’une espece
suivie par la survie et I’expansion de 1’échantillon restant, entrainant une diminution de la diversité
génétique d’ou phénomeéne de dérive génétique (Karlsson et Lindblad-Toh, 2008).

Le premier goulot d’étranglement correspond a la domestication du chien ; le second correspond
a la création des multiples races canines par isolement génétique volontaire, a partir de chiens
domestiques présentant vraisemblablement une trés grande hétérogénéité génétique a ce stade et qui ne
devaient pas étre trés différents du loup gris hormis leur domestication (Karlsson et Lindblad-Toh,
2008). Cette notion est illustrée par la figure 11.

Figure 11 : Schéma simplifié de I'évolution du chien représentant les deux goulots d'étranglement.
Adaptée d’aprés Dobson (2013).
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2.2. Prédisposition au cancer

2.2.1. Le cancer est une affection majeure chez certaines races

Tout d’abord, force est de constater que certaines races de chiens ont une probabilité plus élevée
de contracter un cancer quelle que soit sa nature (Dobson, 2013). De nombreuses études
épidemiologiques rapportent les races avec le plus haut taux de mortalité par le cancer. On constate
que ce sont souvent les mémes races qui reviennent : épagneul d’eau irlandais, flat-coated retriever,
bouvier bernois, rottweiler, griffon spinone italien, léonberg dans une étude du Kennel Club
britannique (Adams et al., 2010) ; bouvier bernois, irish wolfhound, flat-coated retriever, boxer, saint-
bernard dans une étude suédoise (Bonnett et al., 2005) ; bouvier bernois, flat-coated retriever, golden
retriever, rottweilers dans une étude danoise (Proschowsky et al., 2003).

Il convient toutefois de relativiser ces chiffres et de ne pas héater les conclusions. En effet, il y a
encore peu d’études épidémiologiques a grande échelle, les biais sont nombreux et leur intervention
dans le résultat final est souvent difficile a évaluer. Parmi ces biais on retrouve la taille des effectifs
dans chaque race, le fait que ce soit souvent des populations de chiens assurés, I’existence d’autres
maladies associées a des races qui réduisent considérablement leur durée de vie (par exemple chez les
bouledogues), 1’appréciation du propriétaire qui doit estimer la cause de la mort de son animal
(Dobson, 2013).

Cependant, le fait que toutes ces etudes, quel que soit le pays ou le mode d’échantillonnage,
rapportent constamment les mémes races présente un intérét important dans la compréhension de
I’étiologie du cancer dont sa composante génétique et héréditaire.

2.2.2. Des races prédisposées a certains cancers

Il est observé que certaines races ou familles de chiens présentent des fréquences plus élevées
pour certains types de cancer. On parle alors de prédisposition a un cancer. On suggere donc
I’existence de facteurs prédisposants tels que des alléles ou des groupes d’alléles partagés entre les
individus de la méme race ou famille (Bedu, 2003). Le tableau 4 regroupe un certain nombre de
cancers pour lesquels des races de chiens semblent étre prédisposées (Dobson, 2013 ; Shearin et
Ostrander, 2010). Les paragraphes suivants apportent quelques points de détail concernant certains de
ces cancers.
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Tableau 4 : Prédisposition raciale pour certaines tumeurs canines. Adapté d’aprés Dobson (2013) et

Shearin et Ostrander (2010).

Cancer

Races predisposées

Source

Lymphome

Boxer, golden retriever

(Tamburini et al., 2009)

Hémangiosarcome

Golden retriever, berger
allemand, boxer

(Goldschmidt et al., 2002 ;
Tamburini et al., 2009)

Sarcome histiocytaire

Bouvier bernois, flat-coated
retriever

(Abadie et al., 2009 ;
Goldschmidt et al., 2002)

Carcinome gastrique

Chowchow, berger belge

(Head et al., 2002)

(Goldschmidt et al., 2002 ; Welle

Mastocytome Boxer, boston terrier et al., 2008)
Scottish terrier, schnauzer, (André, 2014 ; Goldschmidt et
Mélanome chowchow, rottweiler, golden al., 2002 ; Paoloni et Khanna,
retriever 2007)
’ Do_gue allemand (races géantes), (Phillips et al., 2007 :
Ostéosarcome saint-bernard, berger allemand,
; L2 . Rosenberger et al., 2007)
rottweiler, lévrier écossais
Carcinome

pancréatique

Airedale

(Priester, 1974)

Carcinome a cellules
transitionnelles

Scottish terrier

(Knapp et al., 2000a)

Carcinome nasal

Border collie, berger shetland

(Hayes et al., 1986)
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2.2.2.1. Sarcome histiocytaire

Le bouvier bernois et le flat-coated retriever présentent une prédisposition pour le sarcome
histiocytaire. Ce cancer atteint environ 25 % des bouviers bernois et présente surtout une forme
disséminée, tandis qu’il atteint environ 50 % des flat-coated retriever avec une forme localisée
principalement (Abadie et al., 2009 ; Padgett et al., 1995). La forte incidence de ce cancer dans un
nombre limité de races suggére une forte prédisposition héréditaire. Une étude a d’ailleurs conclu a
une héritabilité sur un mode polygénique et 1’a estimé a 0,298 (Padgett et al., 1995).

2.2.2.2. Mastocytome

Le mastocytome atteint préférentiellement le boxer et les races de type bouledogue (bullmastif,
boston terrier), ainsi que le labrador, le beagle et golden retriever (Dobson, 2013). Le mastocytome
présente des formes trés variées et il semble que le boxer et les bouledogues soient plutét atteints par
les formes les moins morbides. Une étude de 1969 montrait déja que ces races tiendraient cette
prédisposition d’un ancétre commun (Peters, 1969).

2.2.2.3. Lymphome

Le lymphome est souvent associé au boxer, au golden retriever, au bullmastifs, aux races de type
bouledogue, ainsi qu’au labradors et rottweiler (Dobson, 2013). L’hypothése d’un caractére familial
pour certains lymphomes a été posée il y a une trentaine d’années (Onions, 1984) tandis que la
distinction entre lymphome de type B et lymphome de type T selon la race suggére aussi un caractére
héréditaire (Modiano et al., 2005).

2.2.2.4. Hémangiosarcome

Un autre exemple marquant est celui de I’hémangiosarcome. La forme viscérale est fréquente
chez le berger allemand, le boxer et le golden retriever. Une étude récente a rappelé d’ailleurs que ce
cancer est un probléme majeur chez le golden retriever puisqu’il ne touche pas moins de 15 % des
individus de la race aux Etats-Unis (Karlsson et Lindblad-Toh, 2008 ; Tamburini et al., 2009).

2.2.2.5. Mélanome

Le mélanome est aussi un cancer trés etudié notamment dans le cadre du projet LUPA,
consortium européen dont 1’objectif est d’identifier des génes a I’origine de maladies canines et
humaines. La forme cutanée touche surtout les races de chien a peau pigmentée comme le scottish
terrier ou le schnauzer, tandis que le caniche semble prédisposé au mélanome buccal (André, 2014).

2.2.3. Conséquences

Avec les constats précedents, on commence a entrevoir dans quelle mesure le chien va pouvoir
participer a la recherche contre le cancer. Chaque race canine se définit par un génome particulier qui
est le fruit d’un ensemble de mutations successives qui ont conduit a le fagonner. Cette selection
artificielle de mutations a conduit inévitablement a fixer par la méme occasion des alléles a 1’origine
de maladies (Karlsson et Lindblad-Toh, 2008). Le: fait.que certaines races soient prédisposees a
certains types de cancers suggere qu’elles possedent dans leur génome des, alléles dont 1’expression
participe totalement ou bien en partie aux mécanismes a 1’origine du phénomene cancéreux.
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2.3. Le séquencage du génome du chien

2.3.1. Progres récents en génétique

Ces quinze derni¢res années ont été les témoins d’avancées majeures en ce qui concerne 1’étude
du genome canin : de multiples projets de cartographie et de sequencages ont été menés (Derrien, 2007
; Starkey et al., 2005). En 1998, une carte du génome canin effectuée a I’lUPR41 CNRS de la Faculté
de Médecine de Rennes a I’aide d’hybrides d’irradiation est publiée (Priat et al., 1998). La
cartographie par étude de liaison génétique sur un pedigree (linkage map) débute également a I’Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort et dans d’autres laboratoires. Des cartes génétiques de plus en plus
denses utilisant des marqueurs microsatellites sont publiées dans les années suivantes (Breen et al.,
2004 ; Guyon et al., 2003 ; Hitte et al., 2005 ; Mellersh et al., 1997 ; Tiret et al., 1999 ; Tiret et al.,
2000).

En 2005, le Broad Institute d’Harvard et du MIT, au travers du Dog Genome Sequencing Project
ont terminé le séquengage complet et profond (c’est-a-dire avec une couverture de 7,5 fois le génome)
du génome du chien (Lindblad-Toh et al., 2005b).

Ce séquencage s’accompagne de la construction d’outils génomiques performants comme
I’identification de marqueurs SNP (single nucleotide polymorphism) (Karlsson et Lindblad-Toh,
2008). Les marqueurs génétiques sont des séquences d’ADN uniques (c’est-a-dire non répétées) dont
la position dans le génome est connue et qui sont polymorphes (plusieurs alléles sont caractérisés).

Se développent aussi des techniques moléculaires multiples permettant par exemple d’identifier
des sequences homologues entre deux espéces (technique BLAST), d’objectiver des anomalies
chromosomique dans une cellule tumorale (technique de FISH pour fluorescence in situ hybridization),
mais aussi d’observer de fagon simultanée I’ensemble des génes exprimés dans un tissu tumoral en le
comparant au tissu sain (technique d’hybridation transcriptomique comparative ou CGH, utilisation de
puces a ADN).

Les SNPs sont apparus comme I’avenir de la génétique. En effet leur identification s’est
accompagnée du développement de puces a ADN contenant sur une surface tres réduite des milliers de
ces marqueurs, et qui permettent de miniaturiser et de systématiser le génotypage. Leur découverte a
été considérée comme une avancée majeure pour la cartographie génétique.

2.3.2. Le génome canin est proche du génome humain

Le génome canin est composé d’environ 20 000 genes répartis sur 38 paires d’autosomes et une
paire de chromosomes sexuels. La portion d’euchromatine constitue environ 2,4 Gigabases (Lindblad-
Toh et al., 2005Db).

Il existe de grandes similitudes entre les génomes humain et canin (Lindblad-Toh et al., 2005b).
Le génome canin est plus proche du génome humain que ne 1’est celui de la souris, avec une
divergence nucléotidiqgue moyenne d’environ 0,35 substitution par site au lieu de 0,51 entre la souris et
I’homme (Shearin et Ostrander, 2010).
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Le chien domestique partage avec I’homme de nombreuses orthologies’. Des génes orthologues
se définissent comme des génes issus d’un géne ancestral commun entre deux espéces et n’étant pas le
résultat d’une duplication génétique (Derrien, 2007). Cette proximité entre le génome du chien et de
I’homme, illustrée par ces relations d’orthologie (figure 12) autorise a rechercher des génes de
prédisposition au cancer chez I’homme en les identifiant d’abord chez le chien.

Figure 12 : Représentation schématique des relations d’orthologie entre les génomes canins et
humains. Au centre le caryotype canin, a droite les motifs représentant chaque chromosome humain (Hs). Adaptée
d’aprés Starkey et al. (2005).
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! Genes orthologues : génes de deux espéces différentes qui descendent du méme géne ancestral. Deux génes
orthologues ne sont pas nécessairement localisés au méme endroit sur le génome des deux espéces. Ces relations
d’orthologie peuvent aboutir a une conservation de 1’organisation spatiale des génes sur un méme chromosome entre deux
especes relativement proches au niveau phylogénétique. Ces régions sont conservées en bloc et s’appellent blocs de
synténie.
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2.3.3. Patron bimodal des déséquilibres de liaison chez le chien

L’évolution phylogénique des races canines avec ses deux goulots d’étranglements, un ancien et
un récent, a eu un impact considérable sur la structure du génome canin. Ces goulots ont entrainé chez
I’ensemble des individus une association non aléatoire d’alléles, au niveau de locus liés, des
déséquilibres de liaison® & 1’origine d’haplotypes® partagés par les tous individus de I’espéce chien
(premier goulot) et par tous les individus de chaque race (second goulot).

Au sein de chaque race canine, les individus partagent des déséquilibres de liaison de grande
taille, mesurant 0,5 a 1 Mb (Mégabase), générés par le deuxieme goulot d’étranglement. Ces blocs
haplotypiques communs constituent un patron qui se conserve a chaque génération. On estime qu’il y a
de trois a six haplotypes spécifiques de chaque race (Lindblad-Toh et al., 2005b).

Au sein de I’espéce prise dans son ensemble, les individus partagent également de petits
déséquilibres de liaison d’environ 10 kb (kilobase) générés par le premier goulot d’étranglement. Leur
petite taille s’explique par le fait que la population canine prise dans son intégralité est importante, et
la longue période qui nous sépare de la domestication du chien a vu de nombreuses générations de
chiens se succéder ce qui a permis de fragmenter le génome en petits segment d’ADN de 1’ordre de 10
kb (Karlsson et Lindblad-Toh, 2008).

2.3.4. Avantages du génome canin pour identifier des génes de prédisposition au
cancer

La structure génomique du génome canin offre de nombreux avantages :

- il est compact, avec moins de duplications géniques, de séquences rétrovirales
endogenes, et de transposons ADN que le génome des autres mammiféres, en
particulier le génome de I’homme (Goodstadt et Ponting, 2006) ;

- les études génétiques sont plus simples et plus directes chez le chien (Shearin et
Ostrander, 2010) car les blocs haplotypiques sont 10 a 50 fois plus étendus que chez
I’homme (Sutter et al., 2004) ce qui implique que 1’on a besoin de seulement 10 000 a
30 000 marqueurs SNPs pour couvrir efficacement le génome du chien, contre
500 000 chez I’homme. Les études nécessitent moins d’individus et sont donc moins
colteuses (Dobson, 2013) ;

- la collecte d’échantillons est beaucoup plus simple ce qui permet de constituer de
vastes banques de tissus.

Désequilibre de liaison : association non aléatoire d’alléles sur 2 locus ou plus.

Haplotype : combinaison d’alléles observée sur un ou plusieurs marqueurs consécutifs sur un chromosome. Un bloc
haplotypique est une région d’un chromosome qui ne contient pas de recombinaison.
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2.4. Le chien domestigue : un modele d’étude génétique

Comme indiqué dans la partie 1, le chien et I’homme partagent le méme spectre de maladies, y
compris les cancers (Shearin et Ostrander, 2010).

Les analyses génétiques qui doivent nous permettre d’identifier des régions d’intérét, comme les
analyses de déséquilibres de liaison, sont lourdes et difficilement interprétables chez I’homme compte
tenu du brassage allélique trés important dans les populations humaines (Cadieu et Ostrander, 2007).

A P’inverse, la structure particuliére en patron bimodal des déséquilibres de liaison simplifie
grandement les études en suggérant une stratégie de cartographie génétique en deux étapes dans
lesquelles le locus du gene recherché est tout d’abord localisé avec une faible précision dans une race,
puis localisé avec une forte précision en utilisant d’autres races prédisposées. En effet, la plupart des
mutations a I’origine des maladies se sont produites avant la création de toutes les races canines, car
les races sont jeunes et n’ont pas eu le temps d’accumuler ces mutations. Ainsi, quand plusieurs races
souffrent de la méme maladie avec une forte prévalence, on peut penser qu’elles partagent la méme
mutation causale, portée par chaque race sur un méme haplotype commun ancestral (Karlsson et
Lindblad-Toh, 2008).

2.5. Recherche de génes de prédisposition au cancer : plusieurs techniques

25.1. Les études pangénomiques d’association

Le modé¢le canin ouvre la voie a de vastes études d’association pangénomique ou GWAS
(génome-wide association studies). Elles consistent a comparer le génome d’au moins deux
populations : soit deux populations d’une méme race, I'une atteinte et I’autre saine, soit deux
populations de races différentes, avec une race atteinte et I’autre non (race témoin). L’ensemble des
individus sont génotypés pour de trés nombreux marqueurs génétiques. La localisation des geénes
causaux du cancer s’effectue en comparant la fréquence allélique des marqueurs dans chacune des
deux populations. Une combinaison d’alléles plus représentée dans la population des malades peut
mettre en évidence une liaison entre le cancer et les locus concernés. On retrouve ainsi les
déséquilibres de liaison précédemment décrits (Lindblad-Toh et al., 2005b).

Ces ¢études chez le chien invitent a procéder en deux étapes. La premiere étape est I’étude
d’association au sein d’une méme race pour localiser les long déséquilibres de liaison ou ségrégent les
locus d’intéréts. La deuxiéme étape est une cartographie fine de la zone précédemment trouvée en
utilisant un lot de marqueurs plus dense dans plusieurs races partageant le méme phénotype du cancer.
Au final, on aboutit a une zone restreinte de 10 a 100 kb qui peut contenir un locus associé a la maladie
(figure 13). Le principe reste le méme lorsqu’il s’agit d’étudier des maladies polygéniques ou
interviennent des interactions complexes d’alleles comme c’est le cas le plus fréquemment lors de
cancer.

Les GWAS ont déja prouvé leur efficacité pour des maladies a transmission mendélienne comme
les sinus dermoides de la race rhodesian ridgeback (Salmon Hillbertz et al., 2007). Plusieurs
organismes comme 1’American Kennel Club Canine Health Foundation (AKC Canine Health
Foundation. Homepage AKC Canine Health Foundation. [En ligne]. [http://www.akcchf.org/].
(Consulté le 20/09/2014).), la Morris Animal Foundation (Morris Animal Foundation. MAF
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homepage. [En ligne]. (Date de mise a jour en Octobre 2014).
[http://www.morrisanimalfoundation.org/]. (Consulté le 20/09/2014).), et le projet LUPA en Europe
(Lequarré et al., 2011) parient sur le modeéle canin et investissent dans ces études génétiques.

En ce qui concerne 1’étude des génes du cancer, les simulations indiquent qu’il faudra réunir des
¢chantillons d’au moins 100 malades et 100 témoins, et utiliser un nombre de marqueur au moins égal
a 15000 SNPs pour localiser des locus d’intérét dans des intervalles de 5 a 10 kb associés a une
augmentation d’un facteur 5 du risque de contracter le cancer en question (Karlsson et Lindblad-Toh,
2008).

Certaines précautions sont a prendre afin d’avoir des résultats fiables sans biais. Il faut s’assurer
de bien distinguer les individus atteints des individus sains et utiliser des populations similaires en
terme de géographie et d’origine ethnique. Utiliser plusieurs races partageant le méme phénotype
augmente les chances d’identifier ’allele recherché. Cependant il faut bien se rappeler quun méme
phenotype ne signifie pas obligatoirement un méme génotype : on peut étre piégé par des phénocopies.

Figure 13 : Schéma simplifié de la stratégie en deux étapes des études pangénomiques d'association.
Adaptée d’apres Karlsson et Lindblad-Toh (2008).
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2.5.2. L’analyse de liaison

La construction de grands pedigrees comportant un grand nombre d’individus répartis sur
plusieurs générations est un autre atout majeur du modele canin.

L’analyse de liaison repose sur 1’étude de pedigrees ou ségrége la maladie. Elle se base sur
I’existence de recombinaisons lors des crossing-overs meiotiques. Elle utilise le principe que plus deux
locus sont proches, moins il y aura de recombinaisons entre eux. On dénombre les recombinaisons
entre chaque marqueur et le locus d’intérét. On obtient un LOD score dont la valeur indique la
vraisemblance de la liaison du locus donné avec la maladie (Shearin et Ostrander, 2010).

L’analyse de liaison génétique a éte délaissée au profit des GWAS. Toutefois I’analyse de liaison
génétique a permis la découverte d’un géne qui, lorsqu’il est muté, cause un cancer du rein héréditaire
(cystadénocarcinome rénal) chez le berger allemand ; ce gene est a 1’origine d’un cancer rénal chez
I’homme (Lingaas et al., 2003).

2.5.3. Démarche classique

L’identification de la localisation d’un alléle morbide puis de sa fonction passe par un certain
nombre d’étapes successives. Il faut tout d’abord partir d’une collection d’échantillons, ce qui peut
demander plusieurs années de collecte. Ces préléevements doivent étre caractériseés par des analyses
histologiques en veillant a bien conserver les données cliniques de 1’animal. Les études moléculaires a
proprement parler s’organisent ensuite selon trois grands axes : une localisation des alléles par des
études de liaison génétique ou d’association, une mise en évidence de I’expression des genes en
question par des analyses de transcriptome, une observation des altérations cytogénétiques par des
techniques d’hybridation génomique (CGH, pour comparative genomic hybridization) ou des
recherches de variation du nombre de copies des genes (CNV, pour copy number variation) (Derrien,
2007). La figure 14 illustre cette démarche.

Figure 14 : Déroulement des étapes pour l'identification d'un gene.
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2.6. Exemples de cancers

2.6.1. Le cystadénocarcinome rénal du berger allemand et la maladie de Birt-Hogg-
Dubé chez I’homme

L’un des exemples les plus illustratifs de 1’utilisation de 1’analyse de liaison pour localiser et
identifier un gene impliqué dans un cancer est I’étude du cystadénocarcinome rénal et de la
dermatofibrose nodulaire (RCND) (Shearin et Ostrander, 2010).

Cette maladie tumorale canine, rare et héréditaire chez le berger allemand, se caractérise par une
atteinte multifocale et bilatérale des reins, des nodules cutanés et des Iéiomyomes utérins chez la
femelle. La prédisposition de cette seule race pour cette maladie a invité les chercheurs a des analyses
de liaison au sein des pedigrees atteints. L’observation de ces derniers a indiqué une transmission
autosomique dominante de la mutation causale (Lium et Moe, 1985). L’identification de la mutation
causale chez le chien pouvait permettre de découvrir son homologue chez ’homme, soit pour une
maladie cancéreuse dont des mutations étaient déja identifiées, soit pour un cancer dont les
mécanismes étaient encore inconnus.

C’est en utilisant une famille de bergers allemands (annexe 2) créée expérimentalement a partir
d’un male atteint que le locus morbide a été cartographié sur une petite région du chromosome 5 canin
(Jonasdottir et al., 2000). 11 s’agissait de la premiere étude consistant a localiser un géne du cancer
chez un autre mammifére que ’homme et le rat. Jonasdottir et son équipe ont utilisé un jeu de
marqueurs pour localiser le géne RCND ; de fait certains semblaient ségréger avec une forte liaison
avec ce géne comme les marqueurs CPH18 et C02608. Certains génes candidats comme les genes TSC
et TP53, a I’origine de maladies avec un phénotype similaire chez I’homme (respectivement complexe
de la sclérose tubéreuse et syndrome de Li-Fraumeni) ont été tout d’abord exclus par des analyses de
cartes d’hybridation et une analyse directe de leur séquence chez les chiens atteints et non atteints.

Une deuxiéme étude réalisee trois ans plus tard a identifié la mutation liée au RCND sur une
petite région du chromosome 5 homologue au locus de Birt-Hogg-Dubé (BHD) chez I’homme sur le
chromosome 17. Ce locus a été cartographié chez I’homme dans la méme période ou Lingaas et ses
collaborateurs faisaient leur analyse chez le chien. Il provoque la maladie de Birt-Hogg-Dubé
semblable cliniguement et histo-pathologiquement au RCND chez le chien (Lingaas et al., 2003 ;
Nickerson et al., 2002). Des analyses complémentaires ont permis d’identifier la mutation dans 1’exon
7 du gene BHD canin (anciennement RCND) entrainant la substitution d’une adénine en guanine,
conduisant a un changement d’acide aminé dans la protéine. On avait identifié chez le chien le géne
responsable de la maladie de BHD chez I’homme.

Cette protéine, la folliculine, est hautement conservée dans 1’évolution. Elle est partagée par un
grand nombre d’espeéces ce qui suggere une fonction importante dans le fonctionnement de
I’organisme. Son rdle a été récemment identifié chez I’homme (Possik et al., 2014). La folliculine
participe a la voie de signalisation de ’AMPK qu’elle inhibe. Le géne FCLN (autre appellation du
géne BHD) est un géne suppresseur de tumeur dont la perte de fonction entraine une activation
constitutive de I’AMPK et une inhibition de I’apoptose.

Ces études constituent le premier exemple d’un cancer héréditaire du chien et de I’homme avec
un phénotype semblable faisant intervenir le méme géne. Les études chez le chien ont permis
d’identifier le géne et la mutation a 1’origine du RCND chez le chien et de la maladie de BHD chez
I’homme. En outre, la maladie se déclare plus tot et progresse plus rapidement chez le chien ce qui
fournit un bon modele pour la perte de fonction dans le gene FCLN de I’homme.
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2.6.2. L’ostéosarcome canin : étude pangénomique d’association et mise en évidence
d’anomalies chromosomiques

L’ostéosarcome canin est ’'un des modéles de cancer les plus étudiés pour la recherche contre le
cancer. Rappelons que 1’0stéosarcome canin est trés proche celui de I’enfant tant du point de vue
clinique que du point de vue du profil d’expression génétique (Paoloni et al., 2009a). L’avantage
majeur de son étude provient de sa prévalence relativement élevée chez certaines races de chien
comme le greyhound, le rottweiler ou I’irish wolthound (Shearin et Ostrander, 2010).

Ce sont ces trois races qui ont été utilisées dans le cadre d’une étude pangénomique d’association
utilisant une puce contenant 170 000 SNPs Illumina canine HD (Karlsson et al., 2013). Jusqu’a
présent, un seul GWAS a été effectué chez I’homme et n’a permis de mettre en évidence que deux
associations majeures : une dans le gene GRM4 (récepteur glutamate métabotropique 4) et I’autre dans
une séquence non codante (Savage et al., 2013).

L’étude de Karlsson et de ses collaborateurs a permis d’isoler pas moins de 33 locus expliquant
de 55 a 85% de la variance phénotypique des individus atteints d’ostéosarcome. Une analyse
fonctionnelle rapporte que les genes contenus dans ces locus sont en relation et ont un réle dans la
croissance et la différenciation osseuse. Ils ont observe par ailleurs que chaque race présente un lot de
facteurs de risque qui lui sont propres. Seule une région non codante sur le chromosome 11 canin,
proche des genes CDKN2A et CDKNB2 (inhibiteur 2A et 2B des cyclines kinases dépendantes),
initialement retrouvée associée a 1’ostéosarcome dans la race greyhound, est aussi retrouvée comme
facteur de risque dans les deux autres races. Elle aurait des fonctions régulatrices sur les genes CDKN
codant des protéines kinases dépendantes des cyclines (cyclin-dependent kinases). Cet haplotype est en
synténie conservée avec une région du chromosome 9 humain (9p21). Cette derniére région est
complexe et majeure ; elle intervient dans d’autres cancers de I’homme, comme le gliome, la leucémie
lymphoblastique aigue, le sarcome histiocytaire (Shearin et al., 2012) et le cancer du sein (Hindorff et
al., 2009). La figure 15 est un extrait des résultats de 1’étude d’association dans le groupe des
greyhounds.

Figure 15 : Extrait des résultats statistiques obtenus lors de I’étude d’association sur le groupe de
chiens greyhound. En abscisse les chromosomes canins, en ordonnée le niveau d’association. Chaque point représente
un marqueur SNP. On retrouve le locus des gene CDKN2A/B avec un niveau d’association élevé. Adaptée d’aprés Karlsson

et al. (2013).
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La comparaison avec le GWAS réalisé chez I’homme est a ’avantage du chien. Le GWAS chez
I’homme faisait appel a plus de 4 000 individus et utilisait 699 000 marqueurs. Il n’a permis d’isoler
que deux régions génomiques alors que 1’étude de Karlsson utilisait 562 chiens et 170 000 marqueurs.
Elle a mis en évidence 30 régions genomiques associées a ce cancer. La faible diversité génétique des
individus dans chacune des trois races canines permettait d’aller assez rapidement du stade de
la localisation de la région génomique associée au cancer a celui de la recherche de fonction des
génes/alleles et des mécanismes d’action car peu de séquencages et de génotypages additionnels
étaient necessaires. Ceci est appréciable lorsqu’il s’agit d’identifier des séquences non codantes (par
exemple des séquences régulatrices ou des promoteurs), plus difficiles a isoler. Or ces séquences sont
probablement plus fréquemment impliquées dans les maladies complexes telles que le cancer.

Cette étude génétique illustre bien 1’apport de 1’étude du génome canin pour la cancérologie
humaine. Elle a réussi a identifier un grand nombre de genes candidats et des voies de signalisation qui
sont potentiellement a 1’origine de ce cancer. Certains mécanismes sont déja connus chez I’homme,
comme ceux faisant intervenir les génes RB1, TP53 et les inhibiteurs de CDK4 (CDKN2A/B) (Tang et
al., 2008), mais certaines des régions identifiées (quatre sur les 33) contiennent des génes inconnus qui
pourraient jouer un rble non négligeable dans la progression de 1’ostéosarcome pédiatrique. Une
nouvelle voie de signalisation incluant des motifs cis-régulateurs a aussi été découverte, appelant des
études ultérieures.

L’étude du génome des chiens atteints d’ostéosarcome ne se résume pas aux études
d’association. L’oncologie comparée a porté aussi de grands espoirs dans I’étude des relations entre la
maladie et les anomalies cytogénétiques, se définissant par exemple par des altérations du nombre de
copies des génes (CNA) (Shearin et Ostrander, 2010). Une des techniques pour visualiser les CNA est
I’hybridation génomique comparative (Rueda et Diaz-Uriarte, 2007) ou CGH. Elle consiste a repérer
dans I’ensemble du génome les déséquilibres dans le nombre des génes ou dans le caryotype, en
comparant le génome d’une cellule tumorale avec le génome d’une cellule de référence, au moyen
d’un marquage avec des fluorochromes. La CGH a déja permis de mettre en évidence un caryotype
anormal dans les cellules cancéreuses de patients humains atteints d’ostéosarcome (Sandberg et
Bridge, 2003). Ces caryotypes étaient trés hétérogénes, parfois hypodiploides, d’autres fois
hyperdiploides, avec des anomalies du nombre et de la structure des chromosomes (Shearin et
Ostrander, 2010).

L’application de cette technique a des chiens (Thomas et al., 2009) a révélé que 1’ostéosarcome
canin présentait ces mémes aberrations cytogénétiques, incluant des pertes de genes suppresseurs de
tumeurs (PTEN, WT1, TP53) et des gains d’oncogénes (MYC et H-RAS par exemple). En comparant
deux races (rottweiler et golden retriever) atteintes d’ostéosarcome avec des incidences différentes, il a
été remarqué que les CNA différaient selon la race et étaient donc liés au statut génétique de I’individu
(Thomas et al., 2009). Ces anomalies seraient donc transmises de fagcon héréditaire chez le chien ce qui
souligne I’importance du fonds génétique comme facteur de risque dans le développement et la
progression de I’ostéosarcome.

La encore, le chien a aidé la recherche en confirmant certaines observations et en désignant les

génes a étudier en priorité, dont certains sont d’ailleurs candidats pour étre des facteurs pronostiques
(WT1) (Srivastava et al., 2006).
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2.6.3. Sarcome histiocytaire

Le sarcome histiocytaire est une maladie trés rare chez I’homme mais trés agressive ; elle répond
par ailleurs trés peu a la chimiothérapie. Il s’agit d’un cancer trés difficile a étudier chez ce dernier
compte tenu du faible nombre de cas. La maladie est mal comprise et les mécanismes génétiques sont
peu connus (Carrasco et al., 2006). Les rares races de chien atteintes le sont avec une tres grande
prévalence comme le bouvier bernois chez qui la maladie est héréditaire et oligo-génique (Abadie et
al., 2009). En outre, 1’étude des familles de bouvier bernois atteints a révélé que d’autres cancers
comme des lymphomes ou des mastocytomes ségrégaient aussi dans ces familles (Abadie et al., 2009).

Des études récentes d’associations pangénomiques ont permis d’identifier deux locus majeurs de
prédisposition (Shearin et al., 2012). A cela se sont rajoutées des études de profil d’expression des
génes candidats et une hybridation génomique comparative (Hedan et al., 2011). L’étude d’association
a utilisé deux GWAS successifs, le premier regroupant des bouviers bernois, le second ajoutant une
deuxieme race (rottweiler) pour une cartographie fine des régions identifiées lors de la premiere étape.
Parmi les locus associés au phénotype du sarcome histiocytaire, un haplotype commun aux deux races
de 75 kb a eté identifie sur le chromosome 11. Cette région est homologue & une sequence sur le
chromosome 9 humain (9p21). Complexe et peu connue, elle semble impliquée dans plusieurs cancers
de I’homme. Cet haplotype, retrouve chez 96 % des bouviers bernois atteints, contient des locus
proches des génes CDKN2A/CDKN2B et MTAP (méthylthioadénosine phosphorylase) qui sont des
suppresseurs de tumeur. Les études du profil d’expression de ces génes ont suggéré I’existence de
mutations dans leurs séquences régulatrices (Shearin et al., 2012).

Grace au GWAS, le chien devient un modeéle génétique pour étudier la susceptibilité au cancer
due a la dérégulation des génes CDKN et MTAP. Le chien permettra d’étudier, a travers le sarcome
histiocytaire, cette région complexe du génome contenant de nombreuses séquences non codantes
(Shearin et al., 2012). L’objectif suivant sera de séquencer 1’haplotype isolé afin de rechercher la
mutation causale.

L’ensemble de ces découvertes oriente le travail de recherche chez I’homme et cible les régions
auxquelles on doit s’intéresser. Des lignées cellulaires ont d’ailleurs été créées pour des validations
fonctionnelles et des tests thérapeutiques (Hedan, 2014).

2.6.4. Mélanome canin : études d’association et séquencage d’ARN en cours

Pour rappel, le mélanome est une maladie complexe et hétérogene. Il se présente sous de
multiples formes : cutanée, muqueuse (dont buccale), unguéale et oculaire. Chez I’homme, on retrouve
surtout des mélanomes cutanés en trés grande majorité tandis que chez le chien on retrouve surtout des
mélanomes buccaux puis cutanés (André, 2014). A I’heure actuelle, le mélanome cutané est le plus
étudié chez I’homme. Les genes BRAF et NRAS jouent un role important dans le mélanome cutané de
I’homme, tandis qu’on ne connait pas de géne de susceptibilité ni de facteur de risque pour la forme
buccale (Ombholt et al., 2003).

L’oncologie comparée considére le mélanome buccal canin comme un modele d’étude pertinent
du mélanome non induit par les UV chez I’homme (André, 2014). Des études d’association sont
réalisées par I’équipe de C. André a ’'UMR 6290 CNRS de Rennes afin d’en connaitre les bases
génetiques, avant de transférer les informations obtenues chez I’homme, en recherchant des altérations
génétiques dans les génes orthologues. Ces études seront plus rapides puisque le chien bénéficie des
découvertes déja réalisées chez I’homme (B-RAF, N-RAS).
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L’étude du génome canin est un argument majeur pour défendre I’intérét de 1’oncologie
comparée. La structure particulierement avantageuse de 1’espéce canine facilite les études et donne de
grands espoirs pour découvrir de nouveaux génes a I’origine de cancers. A I’heure actuelle, il est clair
que c’est surtout la médecine vétérinaire qui profite des avancées de la médecine humaine. Toutefolis,
les quelques exemples précédents comme 1’étude du cystadénocarcinome rénal du berger allemand ou
de I’ostéosarcome canin prouvent que le chien peut lui aussi apporter une pierre a 1’édifice de la lutte
contre le cancer.
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3. APPORT DU CHIEN DOMESTIQUE EN TANT OQUE
SENTINELLE POUR LES FACTEURS DE RISQUE
ENVIRONNEMENTAUX DU CANCER

La prévention des dangers biologiques de 1’environnement est un enjeu de taille en terme de
santé publique. Parmi ces dangers biologiques sont retrouvés les virus, les bactéries, les champignons,
les parasites et les polluants chimiques. De nos jours, une attention toute particuliére est portée aux
facteurs de risque de 1’environnement a 1’origine de cancers, ou facteurs carcinogenes. De hombreuses
études, principalement de type observationnel, ont vu le jour pour qualifier et quantifier le r6le de ces
facteurs sur la pathogénie du cancer (Fouqueray, 2008). Les animaux domestiques, notamment le
chien, ont un réle a jouer dans cette prévention (Knapp et Waters, 1997 ; Reif, 2011).

Cette sous-partie expliquera les perspectives qu’offrent le chien domestique en tant qu’animal
sentinelle puis exposera son apport dans 1’¢tude des facteurs de risques environnementaux du cancer.

3.1. Le concept d’animal sentinelle

Le concept d’animal sentinelle n’est pas nouveau. On ne peut que rappeler 1’exemple
iconographique de I’utilisation de canaris par les mineurs dés le début du 20°™ siécle pour les prévenir
en cas d’'une montée du taux de monoxyde de carbone. L’oiseau, beaucoup plus sensible que I’homme,
présentait des symptomes beaucoup plus précocement et servait ainsi de signal d’alerte aux mineurs
qui pouvaient sortir avant de subir les effets du gaz (Reif, 2011).

Nous pouvons définir une sentinelle comme un «organisme pour lequel les modifications
induites par une contamination environnementale peuvent étre mesurées, ces conclusions pouvant étre

appliquées a la santé humaine et permettant d’alerter de maniere précoce de ces changements »
(O’Brien et al., 1993).

Les animaux exposés a des éléments carcinogénes octroient la possibilité de mettre en évidence
une contamination et de prévoir les risques pour la santé humaine, en étudiant, de maniere précoce,
leur exposition a ces éléments. IIs pourront servir d’indicateur d’exposition, permettant d’objectiver la
présence de facteurs de risque dans I’environnement ; mais aussi d’indicateur d’effet, permettant
d’étudier le mécanisme d’action du contaminant sur 1’organisme de 1’animal sentinelle puis
d’extrapoler les résultats chez ’homme. Cela alerte du danger de maniére qualitative et quantitative
(Fouqueray, 2008).
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3.2. Le chien se classe comme une bonne sentinelle des facteurs carcinogénes
de Penvironnement

Comme indiqué en partie 1, de nombreux cancers du chien ressemblent au cancer de I’homme de
par leur expression clinique, leur forme anatomopathologique et leurs facteurs de risque connus
(Fouqueray, 2008). Le chien reste dans le foyer familial en permanence et ne subit pas les
contaminations « parasites » que subit son maitre sur son lieu de travail, de ses activités extérieures ou
lors des transports. Il permet donc de cibler quasi exclusivement les facteurs de risque présents dans
I’habitat (Backer et al., 2001 ; Reif et al., 1992 ; Tabaries, 2009). De plus, il modélise de maniere assez
fiable I’impact que peuvent avoir ces agents carcinogenes sur les jeunes enfants avec qui il partage leur
petite taille et la méme hauteur par rapport au sol. Globalement, le niveau d’exposition est supérieur
(temps passeé dans le foyer plus important) et le délai d’apparition des cancers est plus rapide donc la
mise en évidence éventuelle d’une exposition est précoce (Backer et al., 2001).

Jusqu’a maintenant, de nombreuses études ont porté sur les cancers chez les chiens exposés a des
polluants chimiques, la plupart étant des études cas/témoins (Withrow et al., 2012). Ces cancers
touchent principalement 1’appareil respiratoire supérieur, le parenchyme pulmonaire, I’appareil génito-
urinaire et les organes hématopoiétiques (Kelsey et al., 1998 ; Reif, 2011).

Les principaux facteurs de I’environnement étudiés sont la pollution de 1’air ambiant engendrée

par un environnement urbain, la présence d’herbicides ou de pesticides, et I’exposition a la fumée de
cigarette.

3.3. Etude cas/témoin et odds ratio

La plupart des études épidémiologiques se concentrant sur 1’étiologie du cancer chez les chiens
sont des études purement observationnelles de type cas/témoin ; c’est-a-dire que les deux échantillons
a comparer sont d’une part 1’échantillon controle ou «sain», exempt de maladie, d’autre part
I’échantillon malade, atteint du cancer (Kelsey et al., 1998). On compare dans ces deux échantillons
s’ils ont été exposés ou non au facteur de I’environnement étudié, comme un pesticide ou la fumée de
cigarette par exemple.

L’étude statistique aboutit au calcul d’un odds ratio (OR) qui permet de quantifier la puissance
de I’association entre 1’exposition et le cancer en question, soit le risque relatif, sans pour autant mettre
en évidence un lien de cause a effet. Un OR de 1 signifie qu’il n’y a aucune association, tandis qu’un
OR de 1,6 signifie qu’en cas d’exposition a I’¢lément étudié, I’individu a 60% de risque en plus d’étre
atteint de la maladie qu’un individu non exposé.
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3.4. Les apports historigues

3.4.1. Le séminome des chiens comme signal d’alerte d’exposition aux pesticides lors
de la guerre du Vietnam (1955-1975)

Pendant la guerre du Vietnam, il y avait une promiscuité importante entre les militaires
américains et leurs chiens de travail avec qui ils affrontaient la panoplie de pesticides, herbicides et
autres produits chimiques, et les traitements contre 1’ehrlichiose a base de tétracyclines. Parmi les
herbicides, ’armée américaine utilisait un herbicide constitué¢ d’acide 2,4-para-dichlorophénoacétique
(2,4-D ou «agent Orange ») comme defoliant dans la jungle viethamienne (Calesnick, 1984). Cela
aurait entrainé une augmentation du taux de cancer, une chloracné et une oligospermie (Fouqueray,
2008). A ce titre, une étude s’est intéressée au taux élevé d’atteintes testiculaires chez les chiens de
guerre présents au Vietnam pendant cette période (Hayes et al., 1990).

Cette étude retrospective menée en 1990 démontrait que le risque de développer un séminome
chez les chiens de guerre en contact de cet herbicide était plus éleve, avec un OR de 1,9 pour les chiens
présents sur le territoire vietnamien. En comparant avec I’homme, on avait trois cas sur 995 vétérans,
soit un taux plus élevé que la moyenne nationale a 0,6 pour 1 000. Malheureusement, 1’enquéte
épidémiologique chez ces vétérans menée par une étude interne a 1’armée américaine a pris beaucoup
de temps et s’est conclu a la fin des années 1980 (Hayes et al., 1990).

On entrevoit ici que les chiens auraient pu étre de bons indicateurs des risques cancérigenes des
produits chimiques utilisés pendant la guerre du Vietnam.

3.4.2. Les effets carcinogénes de I’amiante et le mésothéliome du chien

Le mésothéliome est un bon exemple de I’utilité de nos chiens domestiques dans leur réle de
sentinelle de 1’exposition a I’amiante, matériau autrefois utilisé pour I’isolation thermique dont les
effets cancérigéne sont connus depuis des décennies (Fouqueray, 2008). Cette tumeur affecte les
cellules mésothéliales formant le revétement des poumons (plevre), de la cavité abdominale (péritoine)
ou I’enveloppe du ceeur (péricarde) (Bartrip, 2004).

Chez I’homme, I’amiante est liée de manicre certaine au développement de mésothéliome
(Magnani et al., 2001) puisqu’il est estimé qu’au moins 60% des cas de mésothéliome sont consécutifs
a une exposition a I’amiante (Orenstein et Schenker, 2000), mais aussi a une multiplication par sept du
risque de développer un cancer des poumons (Tabaries, 2009).

Une association similaire existe chez les chiens domestiques dont les propriétaires ont une
activité ou un loisir en contact avec I’amiante (Glickman et al., 1983 ; Harbison et Godleski, 1983).
L’étude de Glickman et ses collaborateurs, portant sur 16 chiens de plus de cing ans atteints de
mésotheliome, a montré un OR de 8,0 pour les chiens dont les propriétaires étaient exposés a I’amiante
en dehors du lieu de vie du chien.

L’intérét de 1’étude chez le chien a donc permis de révéler avec plus de force I’association entre
I’amiante et I’apparition d’un mésothéliome.
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3.5. Le cancer du chien margueur d’un environnement exposé a la fumée de
cigarette

I1 existe des preuves formelles d’un effet néfaste de la fumée de cigarette sur la carcinogenése
canine (Hernandez et al., 1966). Par exemple, une association positive entre 1’exposition a la fumée de
cigarette et I’augmentation du risque de tumeur des cavités nasales et para-nasales chez les chiens
dolichocéphales, c’est-a-dire & museau long comme le berger allemand, a été démontrée avec un OR
de 2,5 (IC95% = [1,1-5,7]) pour les plus exposés, tandis que les chiens brachycéphales, a nez court,
semblaient bénéficier d’un effet protecteur pour cette atteinte des voies respiratoires supérieures (Reif
et al.,, 1998). En revanche, ces derniers avaient un risque augmenté de développer un cancer des
poumons lors d’exposition a la fumée de cigarette, avec un OR de 2,4 (Reif et al., 1992).

Les tumeurs des cavités nasales sont peu communes chez I’homme. Il est tout de méme
important de les déceler chez le chien pour mettre en évidence un environnement trop pollué par ces
fumées. Rappelons en effet que de nombreux cancers de ’homme sont attribuables a la fumée de
cigarette : 84 % des cancers du poumon chez I’homme et 77 % chez la femme, 73 % des cancers du
larynx et 66 % chez la femme, de I’oropharynx, de I’cesopharynx et de la vessie (Irigaray et al., 2007).

Enfin il existe une association positive entre 1’exposition a la fumée de cigarette et le lymphome
canin (Marconato et al., 2009), mais pas avec le carcinome transitionnel de la vessie (Knapp et al.,
2000).

Du point de vue de la santé publique, I’enfant peut lui aussi étre touché, au méme titre que son

animal, a la méme hauteur par rapport au sol. Cela peut s’avérer une motivation supplémentaire pour le
propriétaire pour arréter de fumer (Reif, 2011).

3.6. Chien sentinelle de I’exposition aux pesticides et herbicides

Les pesticides sont un groupe de produits chimiques assez hétérogéne. Le chien peut étre exposé
a ce genre de produits dans la maison ou le jardin, voire avec des traitements antipuces ou anti-tiques.
L’exposition des chiens a ces produits a été associée a un risque augmenté de développer des
lymphomes, des cancers testiculaires ou de la vessie (Reif, 2011).

De nombreuses études ont exploré le lien entre le lymphome non-hodgkinien canin et
I’exposition aux pesticides dans 1’habitat mais les résultats sont inconstants (Garabrant et Philbert,
2002 ; Gavazza et al., 2001 ; Hayes et al., 1995, 1991 ; Kaneene et Miller, 1999). Ces études se sont
surtout concentrées sur I’impact du 2,4-D.

Une étude cas-témoin plus récente portant sur un ensemble de produits chimiques ménagers,
regroupant 263 chiens atteint de lymphome non-hodgkinien et 240 chiens controles avec une autre
tumeur ou une autre maladie, avec un protocole plus poussé, a attesté d’une forte association entre
I’utilisation de produits d’entretien pour le jardin et une augmentation du risque de lymphome non-
hodgkinien chez le chien. L’OR était estimé a 1,7 pour un 1C95% de [1,1-2,7] (Takashima-Uebelhoer
etal., 2012).
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Parallélement, I’exposition de fermiers américains, suédois et néozélandais au 2,4-D a été
corrélée dans plusieurs études a une augmentation du nombre de lymphomes (Blair et al., 1992 ;
Hardell, 2008 ; Zahm et Blair, 1992).

Le lien étroit entre le chien et son maitre et le partage du méme environnement fournit une
chance unique d’évaluer comment I’exposition aux pesticides peut contribuer a des lymphomes chez
I’homme (Marconato et al., 2013).

L’exposition a ce genre de produits chimiques a été aussi associée a d’autres types de cancers
chez le chien et ’homme comme les CTV (Glickman et al., 2004 ; Hayes et al., 1981 ; Reif, 2011). Le
délai d’apparition de ce cancer est estimé a 20 ans chez I’homme contre moins de 10 ans chez son
animal de compagnie (Hayes et al., 1981).

3.7. Le chien, sentinelle des cancers causés par un habitat en milieu urbain

Des rapports ont fait état de différences dans I’incidence de cancers chez les chiens vivant en
milieu urbain comparé aux chiens vivant en milieu rural. On peut citer le lymphome, le cancer des
poumons, le carcinome nasal et le carcinome transitionnel de la vessie qui sont plus fréquents en ville
(Bettini et al., 2010 ; Gavazza et al., 2001 ; Glickman et al., 1989 ; Hayes et al., 1981 ; Kelsey et al.,
1998 ; Reif et al., 1998). La pollution de I’air en milieu urbain serait & 1’origine de nombreux maux qui
touchent la population et les études de son impact sur la santé du chien ont apporté un outil
supplémentaire de taille par rapport aux animaux de laboratoire (Bukowski et Wartenberg, 1997). Le
chien est considéré comme une sorte de marqueur d’effet biologique de 1’air ambiant, lequel serait a
I’origine de 20 a 40 % des affections respiratoires chez I’lhomme (Marchand, 2011).

Les effets carcinogénes du milieu urbain ne s’arrétent pas a la pollution de I’air : les champs

magnétiques (Reif et al., 1995) mais aussi la gestion des déchets (Marconato et al., 2009) sont dans le
viseur des études épidémiologiques comparatives sur le cancer.

3.8. Limites de ces enquétes épidémiologiques chez le chien

Certains auteurs rappellent que les conclusions de ces nombreuses études sont souvent a prendre
avec précaution car il peut exister des biais de classement (Tabaries, 2009). Les méthodes statistiques
modernes informatisées ne sont disponibles qu’a partir du milieu des années 1980 (Bukowski et
Wartenberg, 1997). Les facteurs de risque environnementaux sont malheureusement nombreux et
chaque type de cancer a ses propres facteurs de risques. Le chien ne peut donc étre utilisé
comme signal d’alerte que dans certains cas précis comme ceux énoncés précédemment.
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3.9. Des marqueurs biologiques pour objectiver I’exposition a des facteurs
de risque

Pour diminuer les erreurs liées a 1’évaluation de 1’exposition et mieux 1’objectiver, des auteurs se
sont attachés a rechercher des marqueurs biologiques liés au cancer. Il est démontré que le taux
d’excrétion du 2,4-D dans les urines du chien est proportionnel au niveau d’exposition de I’animal a ce
produit (Reynolds et al., 1994). De la méme maniére, quantifier I’exposition a la fumee de cigarette a
été possible en calculant le taux de cotinine, un des métabolites de la nicotine, dans les urines du chien
(Bertone-Johnson et al., 2008). Cela ajoute un outil majeur pour améliorer les protocoles des études
épidémiologiques.

Nos chiens de compagnie vivent pendant de longues années a nos cOtés, dans le méme
environnement, donc sujets aux mémes stress environnementaux comme les aléas de la vie en milieu
urbain, 1’exposition a des produits chimiques tels que des pesticides, la fumée de cigarette, etc.
L’exemple de I’exposition a I’amiante montre bien comment le chien peut jouer le role de signal
d’alerte avant que le cancer ne se déclare chez I’homme. L’objectif des premiéres études était surtout
d’objectiver I’intervention de ces facteurs de 1’environnement dans la carcinogenc¢se de certains
cancers chez le chien, puis a terme, de pouvoir expliquer comment 1’environnement intervient dans la
biologie tumorale chez I’homme. En conclusion, les études épidémiologiques chez le chien pourraient
facilement intervenir dans la prévention des cancers chez I’homme. Cela implique toutefois la récolte
et I’exploitation d’informations précises et variées sur les cancers du chien en lien avec leur
environnement. C’est pourquoi il faudra mettre en place un systéme d’épidémio-surveillance
performant si I’on souhaite des applications pratiques de ces études épidémiologiques.
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4. L’APPORT DU CHIEN DOMESTIQUE _ POUR LA
COMPREHENSION DE LA BIOLOGIE TUMORALE

On est encore loin de tout connaitre sur la biologie tumorale. Un des chantiers majeurs de la
recherche est de definir les mécanismes de la progression tumorale, a savoir comment une tumeur se
développe par les mécanismes de 1’angiogenese et de métastase. Chague cancer possede une biologie
particuliére, toutefois des principes généraux peuvent étre identifiés en étudiant les cancers spontanés
du chien domestique.

4.1. En apprendre plus sur les cellules souches cancéreuses

4.1.1. Les cellules souches

Les cellules souches existent dans pratiquement tous les tissus des mammiferes. Ce sont des
cellules non différenciées capables de donner naissance a toutes les lignées cellulaires du tissu ou elles
résident. Elles sont généralement multipotentes (Withrow et al., 2012). Elles sont douées de capacité
d’auto-renouvellement et de prolifération contribuant a la réparation des tissus et au remplacement des
cellules différenciées qui sont endommagées ou détruites (Argyle et Blacking, 2008). Les cellules
souches hématopoiétiques sont le meilleur exemple.

4.1.2. L’origine du cancer : deux modeles principaux

Deux hypothéses s’affrontent pour expliquer 1’origine de la cancérogenése (Argyle et Blacking,
2008).

4.1.2.1. Lathéorie stochastique

La théorie la plus ancienne est la théorie classique ou stochastique. Elle postule qu’il n’existe pas
ou peu de hiérarchie entre les différents clones tumoraux et que toutes les cellules peuvent contribuer
de maniére équivalente a la croissance de la tumeur (Argyle et Blacking, 2008). C’est ce mécanisme
qui est rappelé dans la partie 1.

4.1.2.2. Lathéorie des cellules souches cancéreuses ou « modéle hiérarchique »

La théorie des cellules souches cancéreuses (CSC) postule qu’une fraction seulement des cellules
d’un cancer est capable de proliférer et est nécessaire a la croissance tumorale. Elle met en avant
I’idée d’une hiérarchisation dans les cellules tumorales, ou un nombre tres limité de cellules peuvent a
elles seules générer une tumeur. Le reste des cellules cancéreuses forment la masse tumorale trés
hétérogene compte tenu des différents évenements promoteurs de tumeurs qui surviennent de facon
aléatoire dans les lignées cellulaires (cf. partie 1). Les cellules tumorales différenciées ont perdu leur
capacité d’auto-renouvellement et ne participent donc plus directement a la croissance tumorale (Pang
et Argyle, 2009).

Ces deux théories sont differentes mais pas mutuellement exclusives pour autant. 1l semble que
certains cancers suivent préférentiellement 1’un ou 1’autre mécanisme (Shackleton et al., 2009).
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L’acquisition de la propriété d’immortalisation de la CSC, grace a des mutations ou des
phénomenes épigénétiques, lui permet d’échapper au mécanisme de sénescence et d’acquérir une durée
de vie presque infinie. Cela s’explique, entre autre, par le maintien de la longueur des télomeres grace
a une forte activité de I’enzyme télomérase (Nasir, 2008).

4.1.3. Découverte des cellules souches cancéreuses chez ’homme
4.1.3.1. Premiere découverte dans la leucémie myéloide

La théorie de I’existence des CSC a pris naissance dans les années 1990 par la preuve de
I’existence de ces cellules chez des patients atteints de leucémie myéloide (Bonnet et Dick, 1997 ;
Lapidot et al., 1994). En 1997, Bonnet et Dick ont découvert des cellules ayant des capacités de
cellules souches lors de leucémie myéloide chronique (Bonnet et Dick, 1997). Ils ont observé que
certaines cellules reformaient ce cancer une fois greffées chez des souris immunodéficientes. Il a alors
été montré que cette petite sous-population (0,2 % de la population) de cellules sont de phénotype
CD34+/CD38- (marqueurs de surface CD34 et CD38) qui sont caractéristiques de cellules souches
hématopoiétiques.

4.1.3.2. Découverte dans les tumeurs solides

Plus récemment, ces CSC ont été démontrées chez I’homme dans de multiples tumeurs solides
comme le cancer du sein (Al-Hajj et al., 2003), le cancer colorectal (O’Brien et al., 2007), le cancer du
cerveau (Bao et al., 2006), le mélanome (Fang et al., 2005) et le cancer des poumons (Gutova et al.,
2007).

4.1.3.3. Une théorie encore controversée

L’existence des cellules souches cancéreuses est confortée par leur mise en évidence dans les
tumeurs solides, méme si cela fait encore débat (Argyle et Blacking, 2008 ; de Sousa Melo et al.,
2011). La critique principale concerne le fait que 1’unique connaissance que nous avons de ces cellules
et leur isolement repose sur des greffes sur des souris immunodéprimées, d’autant plus que certains
marqueurs utilisés pour les identifier sont peu connus (Pang et Argyle, 2009). Heureusement,
I’approfondissement des études et des connaissances devrait étre important grace au modéle animal. La
découverte de ces cellules dans 1’ostéosarcome du chien met en avant 1’idée qu’on peut les retrouver
dans n’importe quel type de tumeur.
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4.1.4. Le modeéle canin : des preuves supplémentaires de leur existence

4.1.4.1. Découverte de cellules souches dans I’ostéosarcome puis dans d’autres
tumeurs canines

Récemment, des CSC ont été isolées avec succes dans les ostéosarcomes canins. Ces cellules
expriment les génes OCT3/4 et NANOG impliqués dans le maintien de la pluripotentialité (Wilson et
al., 2008). Puis elles ont été découvertes dans les tumeurs mammaires (Ferletta et al., 2011), les
mélanomes et les hémangiosarcomes (Pang et Argyle, 2009 ; Schappa et al., 2013).

4.1.4.2. Conséquences pour la recherche chez I’homme

Cette découverte dans des cancers spontanés chez un autre mammifére que I’homme, le chien,
qui a de plus prouvé son excellent role de modéle de cancer, nous conforte et nous rassure sur la
théorie des cellules souches cancéreuses. Il apporte en quelque sorte une preuve supplémentaire (Pang
et Argyle, 2009). Par ailleurs, de grands espoirs sont maintenant placés dans le développement de
thérapies ciblant ces cellules souches, ’enzyme télomérase et ses mécanismes, ce qui demande de
comprendre quelles sont les voies de signalisation mises en jeu. Le modéle canin permet d’étudier ces
voies de signalisation car notre connaissance sur les cellules souches est encore trés limitée (Jacolot,
2013 ; Withrow et al., 2012). Enfin, le chien domestique est utilise dans la tache laborieuse consistant
a caractériser ces CSC dans de multiples tumeurs en utilisant les techniques transcriptomiques
pangénomiques. Récemment, 1’équipe d’Argyle a identifié le réle important de la protéine COX-2
dans I’initiation tumorale des CSC de ’ostéosarcome (Pang et al., 2014).

La découverte des CSC a la fois chez I’homme et chez le chien, dans de nombreuses tumeurs
qu’elles soient circulantes ou solides, marque un grand pas en cancérologie. Une nouvelle vision est
offerte par cette découverte et on entrevoit déja les applications thérapeutiques qui suivront dont les
objectifs seront de cibler cette discrete population de cellules cancéreuses qui serait pourtant la cause
des résistances et des récidives aux multiples traitements conventionnels.
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4.2. Connaissance approfondie du processus métastatique grace au modele
canin

4.2.1. Le processus métastatique
4.2.1.1. Description

Le processus métastatique correspond a une invasion a distance de cellules tumorales ayant
acquis la capacité de s’extraire du foyer primitif pour coloniser un autre organe (Khanna et Hunter,
2005). 1l s’organise en plusieurs étapes : une augmentation de la mobilité cellulaire par détachement
avec le stroma, une dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante,
une intravasation dans un vaisseau sanguin ou lymphatique puis une dissémination vasculaire et un
attachement sur certains récepteurs spécifiques d’organes. La cellule doit ensuite survivre a ce nouveau
micro-environnement hostile avant de former une véritable métastase (Mendoza et Khanna, 2009 ;
Withrow et al., 2012). 1l est supposé que ce processus multi-étapes s’enchaine a partir des premiéres
métastases pour en donner de nouvelles, ¢’est un cycle sans fin (Mendoza et Khanna, 2009).

Afin de pouvoir survivre a I’ensemble des étapes du processus métastatique, une cellule tumorale
doit avoir ’ensemble du bagage génétique nécessaire. Une défaillance dans juste I’'une de ces étapes
suffirait pour provoquer la mort de la cellule cancéreuse. La figure 16 illustre la formation d’une
métastase a partir d’une tumeur primaire jusqu’aux poumons ou elle va métastaser, avec les obstacles
successifs qu’elle doit surmonter comme 1’échappement au systéme immunitaire ou I’anoikis®.

Il est estimé qu’environ une centaine de genes sont impliqués dans la progression tumorale. lls
participent a des fonctions physiologiques de I’organisme comme la migration cellulaire, 1’invasion
cellulaire ou I’angiogenése (Withrow et al., 2012). A chaque étape correspond un lot de protéines
particuliéres et de nombreux chercheurs tentent de les découvrir (Osborne et Khanna, 2012).

Anoikis : apoptose induite par un défaut d’interactions entre la cellule et son milieu environnant (matrice
extracellulaire).
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Figure 16 : Les étapes successives du processus métastatique, d’une tumeur primaire jusqu’au
développement d’une maladie métastatique touchant les poumons. Adaptée d’aprés Withrow (2012).
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4.2.1.2. Les métastases n’épargnent pas les chiens

A TI’image de I’homme, les cancers spontanés canins développent des métastases selon un
mécanisme similaire, avec les mémes complexes de genes et de protéines (Khanna et al., 2014 ;
Khanna et Hunter, 2005 ; Paoloni et Khanna, 2007 ; Withrow et al., 2012).

Nombre de tumeurs du chien sont considérées comme de bons modeles du processus
métastatigue, comme le lymphome non-hodgkinien, le carcinome prostatique, le carcinome
pulmonaire, le carcinome de la téte et du cou, les tumeurs mammaires, le mélanome ou 1’ostéosarcome
(Khanna et Hunter, 2005). C’est principalement grace a la recherche en génétique qu’on a pu dévoiler
un grand nombre de genes associes aux métastases dont certains ont aussi été validés chez les chiens et
les chats (Paoloni et al., 2009a). Enfin, I’engouement pour I’é¢tude des chiens afin de modéliser les
voies de métastases chez I’homme provient du fait que, outre les multiples ressemblances déja
évoquees, les sites préférentiels de métastases sont souvent les mémes (Khanna et Hunter, 2005 ;
MacEwen, 1990 ; Paoloni et Khanna, 2007).

4.2.2. Le processus métastatique est synonyme de mortalité due au cancer
4.2.2.1. Atteinte d’organes majeurs

Résoudre le mystere du processus métastatique est la priorité de recherche majeure. C’est avant
tout la maladie métastatique qui est la cause de la mortalité des cancers, tout simplement car elle est
synonyme de généralisation du cancer et d’atteinte d’organes majeurs comme les poumons ou le
cerveau, d’ou le grand intérét d’approfondir nos connaissances sur ce mécanisme (Khanna et Hunter,
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2005 ; Mendoza et Khanna, 2009 ; Withrow et al., 2012). 11 est calculé qu’environ 30 % des patients
présentant une tumeur maligne quelle que soit sa nature vont développer des métastases pulmonaires
(Downey, 1999 ; Gonzalez et al., 2012). Chez I’homme, les tumeurs primaires engendrant le plus de
métastases pulmonaires sont : le cancer colorectal, les sarcomes dont 1’0stéosarcome, le carcinome
rénal, le mélanome, les tumeurs germinales non séminomateuses testiculaires et le cancer mammaire
(Gonzalez et al., 2012).

Certains cancers se caractérisent particulierement par leur activité métastatique élevée synonyme
de forte malignité. On retrouve 1’ostéosarcome (Gorlick et Khanna, 2010), le mélanome (Fukumoto et
al., 2013), et les carcinomes mammaires (Rivera et al., 2009 ; Uva et al., 2009).

Certes, nous modélisons maintenant les étapes clés que suivent successivement les emboles
métastatiques de leur point de départ qu’est le foyer primaire jusqu’a leur lieu de colonisation
secondaire qu’est la métastase ; cependant la plupart des mécanismes biologiques qui régulent ces
étapes sont peu compris ou peu détaillés (Withrow et al., 2012).

4.2.2.2. Des questions en suspens

Récemment, des auteurs ont souligné I’importance du micro-environnement entourant la cellule
métastatique qui semble jouer un role clé dans 1’engagement de cette cellule dans le nouveau tissu
colonisé et dans sa survie (Mendoza et Khanna, 2009). 1l s’agit de la théorie « de la graine et du sol »
(ou « seed and soil theory ») comme 1’a suggéré Paget il y a plus d’un si¢cle en 1889 en constatant que
certains cancers meétastasaient dans des tissus préférentiels (Paget, 1989). Cette théorie indique que le
lieu de métastase ne dépend pas uniquement de la cellule métastatique (graine) mais aussi du site de
métastase (sol). A titre d’exemple, les tumeurs mammaires et le cancer prostatique gagnent
préférentiellement le squelette de la méme fagon chez 1’homme et chez le chien. Des études sont en
cours pour savoir pourquoi 1I’os est un site préférentiel de colonisation pour ces tumeurs. Par ailleurs,
de multiples questions restent encore sans réponses claires (Khanna et al., 2014 ; Pantel et al., 2009 ;
Withrow et al., 2012) :

- lacellule metastatique posséde-t-elle les mémes propriétés qu’une cellule souche ?

- une metastase donne-t-elle de nouvelles métastases ?

- les protocoles de chimiothérapie accélerent-ils la mise en place de métastases ?

- le micro-environnement de la métastase a-t-il un réle dans la préférence métastatique ?

- quelles sont les interactions entre cellules souches cancéreuses, cellules souches
mésenchymateuses, fibroblastes associés aux tumeurs, cellules inflammatoires et cellules de
I’angiogenése ?

- les cellules métastatiques entrent-t-elle en dormance avant d’arriver au site métastatique ? et
dans quel tissu ?

Certaines de ces questions bénéficient déja d’un apercu de réponses mais des études plus
complexes sur des modeéles animaux plus pertinents comme le chien domestique sont necessaires.
L’identification des molécules clés qui régulent I’apparition des métastases s’avere cruciale pour la
compréhension de la dissémination tumorale et pour le développement de nouveaux protocoles
(Hunter, 2004).
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4.2.3. Apport du chien dans la connaissance des métastases de I’ostéosarcome de
I’enfant

4.2.3.1. Forte mortalité et difficulté de la lutte

Les métastases pulmonaires continuent d’étre la cause de mortalité la plus importante en cas
d’ostéosarcome chez I’homme, celles-ci disséminant par voie sanguine (Osborne et Khanna, 2012).
Les progres sont modestes notamment pour le taux de survie a cing ans qui a peu évolué depuis 20 ans
(Osborne et Khanna, 2012 ; Paoloni et al., 2009a). Le taux de survie a cing ans est de 65 a 75 % pour
I’atteinte localisée et de 20 % en cas de diagnostic d’une maladie métastatique (Bielack et al., 2002 ;
Bruland et Pihl, 1997 ; Harris et al., 1998). Contrairement a d’autres tumeurs, I’exérése des métastases
(ou métastectomie) est courante en cas d’ostéosarcome (O’Brien et al., 1993). Lorsqu’elle est
pratiquée, elle est associée a un taux de survie a cing ans de 40 % (Gorlick et Khanna, 2010). En
revanche, 85 % des patients continuent a développer des métastases ce qui suggere qu’au moment du
diagnostic, il y a déja un envahissement microscopique (Gorlick et Khanna, 2010).

Le consensus actuel de la recherche contre 1’ostéosarcome pédiatrique est qu’il est maintenant
essentiel d’orienter la thérapeutique vers la lutte contre la progression métastatique. Ce fut le sujet d’un
congrés en 2013 réunissant des chercheurs et experts de la communauté scientifique américaine a
Bethesda au Maryland, qui a établi les régles a suivre et les questions que 1’on doit se poser pour la
recherche (Khanna et al., 2014).

Une chose a bien comprendre est qu’il a été difficile d’évaluer les résultats des thérapeutiques
ciblant la progression métastatique (Khanna et al., 2014). Ces molécules ne peuvent pas rentrer dans
les essais cliniques traditionnels dont le critere d’efficacité est la régression de la tumeur en taille et
non la « non expansion ».

Un des points importants est de découvrir des marqueurs biologiques que 1’on peut utiliser au
moment du diagnostic initial afin de prédire la réponse a la chimiothérapie post-opératoire. Le taux de
nécrose tumorale aprés le protocole de chimiothérapie préopératoire est un des moyens trouvés pour
établir un pronostic post-chirurgical mais il s’avére trop tardif et ne permet pas d’adapter les protocoles
thérapeutiques en tenant compte du statut « mauvais répondeur » du patient. 1l y avait donc un vrai
besoin d’avoir des outils de pronostic précoces. Pour cela, des auteurs ont cherché des profils
d’expression génique en comparant des enfants répondant bien a la chimiothérapie avec d’autres qui ne
répondaient pas ou peu, afin d’isoler des alléles liés a la réponse au traitement de chimiothérapie. Les
résultats sont mitigés compte tenu du faible nombre d’échantillons récoltés (Man et al., 2005).

4.2.3.2. Le chien fait le pont des connaissances entre la souris et I’enfant

Les approches in vitro sont insuffisantes pour étudier la complexité du mecanisme de
progression tumorale, on a donc besoin de modéles in vivo.

Chez I’enfant, les essais cliniques rencontrent des obstacles majeurs que ce soit pour des raisons
éthiques mais aussi compte tenu du faible nombre de cas ne permettant pas d’obtenir des cohortes
d’assez grande taille. De plus, il est difficile de récolter des échantillons de tissus de métastases et de la
tumeur primaire pour le méme patient, ce qui compromet les études d’expression génique et de la
dynamique des métastases (Khanna et al., 2014). Par ailleurs, le nombre restreint de nouveaux patients
ne permet de faire passer a la phase 3 des essais cliniques un nouvel agent contre I’ostéosarcome que
tous les trois & huit ans (Khanna, 2008). C’est pour cette raison qu’il a été créé a la fin des années 1990
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le Children Oncology Group dont I’'un des objectifs est de créer une banque de tissus tumoraux a
différents stades.

L’intérét ici est que 1’ostéosarcome du chien est plus fréquent qu’il ne 1’est chez I’enfant
(Gorlick et Khanna, 2010). Chez ce dernier, 1’ostéosarcome touche environ 1 000 patients par an
(Kansara et Thomas, 2007 ; Mirabello et al., 2009) et correspond a 1 % des cancers diagnostiqués aux
Etats-Unis mais il reste la tumeur de 1’0s la plus fréquente et I’'un des cancers pédiatriques le plus
fréquent. Chez le chien, I’incidence est estimée a 10 000 nouveaux cas par an aux Etats-Unis, soit 10 &
100 fois plus fréequent que chez I’enfant. La maladie chez le chien présente des délais de latence plus
courts : la période de rémission aprés 1’exérése chirurgicale seule est de quatre mois ; celle aprés
I’exérése et chimiothérapie adjuvante de 11 mois seulement (Gorlick et Khanna, 2010). Tout ceci
permet de réaliser des études plus pertinentes dont les conclusions pourront facilement étre transposées
du chien vers I’homme sans trop de différences (Paoloni et al., 2009a).

Par ailleurs, on constate que 1’ostéosarcome canin est plus agressif avec un taux de métastases
plus important, avec plus de 90 % de chiens atteints qui développent des métastases dans 1’année
suivant le diagnostic. L’objectif a donc été de rechercher des génes plus exprimés chez le chien que
chez I’enfant. Ces geénes, appelés « dog-like », seraient probablement a I’origine du mécanisme de
métastases et de la progression du cancer et seraient impliqués dans des mécanismes liés a une
réduction du taux de survie (O’Donoghue et al., 2010 ; Paoloni et al., 2009a; Selvarajah et al., 2009).
Parmi ces genes et protéines, la molécule Ezrine semble jouer un réle majeur.

Rappelons que comme indiqué précédemment, la plupart des génes candidats impliqués dans la
pathogeneése et la progression de 1’ostéosarcome chez I’enfant ont été aussi identifiés chez le chien
(Paoloni et al., 2009a).

4.2.3.3. Mise en évidence du role de la protéine Ezrine

4.2.3.3.1. Description

La protéine Ezrine a été décrite au début des années 1990. Son réle physiologique est de
permettre la liaison entre la membrane cytoplasmique et le cytosquelette cellulaire composé d’actine,
grace a ses deux domaines terminaux (Algrain et al., 1993). On la retrouve surtout dans les tissus
épithéliaux.

L’Ezrine est membre de la superfamille Band 4.1. C’est la protéine la plus connue des protéines
ERM (Ezrine-Radixine-Moesine). Elle forme un échafaudage avec le cytosquelette de la cellule et
stimule I’interaction avec le micro-environnement. Elle se localise dans le cytoplasme sous une forme
inactive. Son activation se produit par des mécanismes de phosphorylation notamment de 1’acide
aminé thréonine en position 567, lui donnant une conformation ouverte a I’interface entre la membrane
cellulaire et I’actine du cytosquelette (Martin et al., 2003).

Jusqu’aux années 2000, le role précis de I’Ezrine dans les métastases n’était pas défini, ni
compris. Cette protéine était déja retrouvée surexprimée dans une multitude de cancers de I’homme
avec un pronostic sombre comme les mélanomes ou les tumeurs utérines (Makitie et al., 2001 ; Martin
et al., 2003 ; Ohtani et al., 2002).
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4.2.3.3.2. Ezrine et souris

L’expression de I’Ezrine fut montrée dans les ostéosarcomes de la souris en 2001 avec des
analyses conduisant a comparer 1’expression génique dans des tumeurs primaires de forte malignité et
dans des tumeurs moins agressives. Cette protéine était associée a 1’angiogenése, la mobilité et
I’invasion cellulaire ; trois caractéristiques considérées comme majeures pour le caractere agressif de
la tumeur. L’Ezrine était trois fois plus exprimée dans les tumeurs primaires agressives (Khanna et al.,
2001). L’implication de I’Ezrine fut confirmée dans plusieurs lignées cellulaires humaines
d’ostéosarcomes (Khanna et al., 2001).

Elle a été alors été choisie pour des études approfondies sur le cancer du fait de son role
physique et fonctionnel dans la liaison du cytosquelette d’actine avec la membrane cellulaire (Algrain
et al., 1993), d’abord sur la souris, puis sur le chien et I’enfant.

En utilisant des techniques d’imagerie, des auteurs ont réussi a localiser des cellules
métastatiques d’ostéosarcome pendant leur dissémination et leur installation dans le tissu pulmonaire
de souris, en fonction du temps (Chambers et al., 2000 ; Khanna et al., 2004). L’étude utilisait des
techniques moléculaires sur des lignées cellulaires d’ostéosarcome afin d’obtenir des cellules dans
lesquelles la protéine Ezrine n’est pas ou peu exprimée (cellules « Ezrin-AS ») et des cellules dans
lesquelles la protéine Ezrine ne peut plus étre phosphorylée (cellules « Ezrin-T567A »). L’étude du
role de I’Ezrine se fait ici par la suppression de son expression ou de sa phosphorylation. Un lot de
cellules de génotype sauvage (contréle) était lui aussi utiliseé.

Tout d’abord, il a été observé que les souris recevant les cellules Ezrin-T567A ne développaient
pas de métastases pulmonaires contrairement aux souris contrdles. De plus, suite a I’injection des
cellules « Ezrin-AS » cancéreuses a des souris, les chercheurs déterminaient leur temps de survie
lorsqu’elles métastasaient dans le tissu pulmonaire, en analysant leur fluorescence. Au départ, au
temps TO, la fluorescence était identique entre les lots controles et les lots « Ezrin-AS ». Au fur et a
mesure du temps, le nombre de cellules métastatiques survivantes diminuait dans tous les lots mais
beaucoup plus rapidement pour les cellules n’exprimant pas la protéine Ezrine avec une décroissance
quatre fois plus rapide au bout de six heures ; la fluorescence ayant totalement disparue apres 24
heures comme le montre la figure 17 (Khanna et al., 2004). Les cellules Ezrin-AS présentaient un
aspect pycnotique et fragmenté synonyme d’apoptose. Par ailleurs, les cellules métastatiques se
localisaient toutes au niveau des artérioles pulmonaires.

En conclusion de cette étude, il semble que la perte de 1I’Ezrine limite la survie des cellules
métastatiques qui ont migré dans les poumons. Son role serait entre autre d’inhiber 1’apoptose
cellulaire compte tenu de I’anoikis, par manque de contact intercellulaire. Elle permettrait
I’engagement de la cellule au sein du nouveau micro-environnement, et ce de maniére trés précoce au
cours du processus métastatique dans les poumons (Khanna et al., 2004).

Il a par ailleurs été montré que 1’activité de cette protéine dépend de sa phosphorylation, elle-
méme sous contrble des voies de phosphorylation MAPK (Khanna et al., 2004).
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Figure 17 : Résultat de I’imagerie de fluorescence sur le tissu pulmonaire de souris chez lesquelles
des cellules d’ostéosarcome ont été injectées. On observe la fluorescence verte correspondant a un foyer de cellule
métastatique, en fonction du temps. Les cellules injectées sont soit de type sauvage K7M2-WT (exprimant la protéine
Ezrine correctement), soit de type mutant AS-1.46 et AS-1.52 (exprimant peu ou trés peu respectivement la protéine
Ezrine). Adaptée d’aprés Khanna et al. (2004).
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4.2.3.3.3. La protéine Ezrine est associée a un mauvais pronostic chez le chien

Pour vraiment mettre en évidence I’importance de la protéine Ezrine dans la progression
métastatique lors d’ostéosarcome, Khanna et ses collaborateurs ont utilisés des ostéosarcomes canins
d’apparition spontanée. Ils ont démontré que les ostéosarcomes canins expriment la protéine Ezrine
dans 83 % des cas (taille d’échantillon : 73 individus) (Khanna et al., 2002).

Puis une étude comparant les périodes de rémission a démontré que les chiens exprimant
fortement la protéine Ezrine ont un moins bon pronostic que ceux qui I’expriment peu (respectivement
une période de rémission de 116 jours et de 188 jours, p=0,02) (Khanna et al., 2004).

En outre, une autre étude portant sur quatre lignées cellulaires canines issues de tumeurs
primaires d’ostéosarcome chez quatre chiens a montré que 1’activation de la protéine Ezrine est régulée
de facon dynamique par la protéine kinase C (PKC) pendant la progression métastatique (Hong et al.,
2011). Ces résultats pourraient permettre d’inclure le chien dans le développement de traitements qui
ciblent la biologie de la protéine Ezrine, notamment des inhibiteurs de la PKC, et ainsi d’optimiser les
essais cliniques.

4.2.3.3.4. Transfert des connaissances pour [’ostéosarcome pédiatrique

Ces observations dans le mode¢le canin, avec ses ostéosarcomes d’apparition spontanée, ont
conduit a faire ces mémes études chez I’enfant atteint d’ostéosarcome pédiatrique. Dans un échantillon
réduit de tissus collectés chez des enfants atteints d’ostéosarcome a localisation appendiculaire, il était
montré que la protéine Ezrine est exprimée dans 92 % (47/49) des échantillons. Un intervalle de
rémission beaucoup plus court était observé chez les patients exprimant fortement I’Ezrine dans la
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tumeur primaire, contrairement aux patients qui 1’expriment peu (respectivement 438 jours et une
durée nettement supérieure a 438 jours non déterminée, p=0,01) comme I’illustre la figure 18 (Khanna
et al., 2004).

Figure 18 : Intervalle de rémission chez le chien (a) et chez I'enfant (b) en fonction de I'expression
de la protéine Ezrine dans la tumeur. Adaptée d’aprés Khanna et al. (2004).
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4.2.3.3.5. Conclusion

La protéine Ezrine semble jouer un role clé dans 1’établissement du phénotype métastatique de
I’ostéosarcome, avec une fonction nécessaire et suffisante des les premiéres étapes de la colonisation
du tissu pulmonaire (Mendoza et Khanna, 2009). Elle est impliquée dans la détermination de la forme
de la cellule, I’adhérence cellulaire, la motilité et la transduction de signaux. Elle permet 1’adaptation
de la cellule métastatique a son micro-environnement tumoral en favorisant 1’ « engagement »
physique de la cellule grace a ses fonctions de liaison, réduisant ainsi le stress environnemental pesant
sur elle en I’aidant a répondre aux signaux qui lui sont imposés. Elle octroie un avantage de survie
précoce a ces cellules, en les protégeant des mécanismes d’apoptose par anoikis (Hunter, 2004 ;
Khanna et al., 2004). Son activation nécessite sa phosphorylation, dépendante de la voix MAPK.

Une étude a observé que ces mécanismes de phosphorylation sont régulés par la protéine kinase
C, ce qui est démontré dans le modele canin (Hong et al., 2011). D’autres études ont rappelé aussi
qu’elle est nécessaire dans de nombreuses voie de signalisation impliquant les MAPK, AKT et CD44
(Martin et al., 2003 ; Yu et al., 2004).

La protéine Ezrine intervient dans d’autres tumeurs de ’homme comme les tumeurs génitales, le
mélanome, 1’adénome pancréatique, les cancers du sein dans lesquelles sa présence est de mauvais
pronostic (Bruce et al., 2007 ; Elliott et al., 2005 ; Hong et al., 2011 ; Hunter, 2004 ; Ohtani et al.,
2002 ; Ren et al., 2009). Chez I’enfant, I’Ezrine joue un role de premier rang dans le processus
métastatique de 1’ostéosarcome et du rhabdomyosarcome (Hunter, 2004 ; Yu et al., 2004).

L’importance de la surexpression de I’Ezrine pour la survie des cellules métastatiques est une
découverte importante pour la compréhension des métastases dans les cancers pédiatriques. Il pourrait

s’agir 1a d’un facteur de mauvais pronostic, au méme titre que la molécule CD44 avec laquelle elle
interagit (Martin et al., 2003).
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Nous voyons ici, a travers la découverte de la protéine Ezrine, un exemple concret de ce que peut
nous apporter 1’étude du chien domestique pour améliorer notre connaissance de la biologie tumorale.
Les études chez le chien confirment certaines observations faites chez la souris, puis illustrent a
I’échelle humaine les mécanismes mis en jeu, en fournissant des échantillons de taille satisfaisante
chez lesquels les périodes d’étude représentent plus fidélement ce qui se passe chez ’homme. Les
études inter-especes nous offrent le luxe d’agrandir notre éventail de questions pour agrandir nos
connaissances.

4.2.3.4. La comparaison des profils d’expression génique fait ressortir des genes
d’intérét

Le criblage des déterminants génétiques du pronostic de 1’ostéosarcome chez le chien peut étre
utile pour des applications chez I’homme (O’Donoghue et al., 2010 ; Sutter et Ostrander, 2004).

La malignité plus prononcée de 1’ostéosarcome canin, avec son taux de métastase plus élevé que
chez I’enfant, invite certains auteurs a comparer les profils d’expression génique au sein d’études inter-
especes ce qui leur permet de mettre en évidence des genes ou des mécanismes intervenant
specifiquement dans le processus de métastase, en se concentrant sur des géenes plus exprimés chez
notre animal domestique que chez I’enfant. Ces genes sont qualifiés de « dog-like genes ».

Dans une étude de Paoloni et ses collaborateurs en 2009, les auteurs ont montré un intérét
pronostique de I’expression des génes codant IL-8 (interleukine 8) et SLC1A3. Pour cela, ils ont
comparé les profils d’expression génique d’échantillons d’ostéosarcome canin et humains et identifié
265 transcrits orthologues d’intérét. Ces derniers génes étaient plus exprimés chez le chien atteint
d’ostéosarcome, et ce de facon significative, par rapport a 1’ostéosarcome pédiatrique (Paoloni et al.,
2009a).

Pour valider la pertinence d’IL8 et de SLC1A3 dans 1’0OS humain, les auteurs ont évalué
I’expression de ces protéines dans un échantillon distinct de tissus d’ostéosarcome humain avec la
technique de tissue micro-array et d’immunohistochimie. Les résultats montraient une expression
faible a modérée dans 98 % et 84 % des échantillons : IL8 était présente dans les ostéoclastes et les
ostéoblastes tandis que SLC1A3 était surtout présente dans le cytoplasme et dans les cellules stromales
(Paoloni et al., 2009a). De plus, lorsque ces genes s’exprimaient dans les tumeurs de 1’enfant, ils
étaient associés a un mauvais pronostic (p=0,020 et p=0,026 respectivement).

L’IL8 est une cytokine médiatrice de la réponse inflammatoire et de I’angiogenése. Elle est
retrouvée également dans d’autres tumeurs comme les mélanomes, le cancer du poumon, de la
prostate, du pancréas, de la vessie, de la téte et cou, les carcinomes colorectaux et ovarien (Araki et al.,
2007 ; Gutman et al., 2002 ; Inoue et al., 2000 ; Rubie et al., 2007 ; Yao et al., 2007). Son atout est
qu’elle peut devenir une cible moléculaire de choix car il existe déja des anticorps anti-IL8.

SLC13A est un transporteur du glutamate qui régule la concentration en neurotransmetteur mais

il a été trouvé en dehors du systeme nerveux central, dans des ostéoblastes en cas d’ostéosarcome
(Kalariti et al., 2007).

Cette étude invitait les chercheurs a effectuer des analyses fonctionnelles de ces genes dans une

plus grande cohorte humaine. Sans une approche inter-espéce, il est fort probable que ces genes
n’auraient pas pu étre isolés.
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Enfin, d’autres études similaires portant sur des chiens proposent des voies de signalisation
associées a 1’agressivité tumorale comme les voies Hedgehog, Wnt et des chémokines. Ces voies
postulent pour étre des marqueurs biologiques. Malheureusement, ces études souffrent d’étre
effectuées sur des échantillons de petites tailles. Elles n’ont d’autres fonctions que de proposer des
idées directrices de recherche (O’Donoghue et al., 2010 ; Selvarajah et al., 2009).

4.2.4. Conclusion

Malgré D’apport de la thérapie multimodale et multi-agent, la mortalité est toujours
principalement due a la progression métastatique aux poumons (Marina et al., 2004). Le consensus
actuel rappelle la pertinence de vouloir cibler spécifiquement le processus métastatique. Il n’est jamais
trop tard pour cibler les mécanismes de la progression métastatique afin d’améliorer le pronostic du
patient, du fait méme gu’une métastase peut donner naissance a de nouvelles métastases. La
complexité biologique du cancer chez les animaux domestiques, de par son hétérogénéité intra-
tumorale, mime cette méme complexité chez I’homme. C’est elle qui est la cause des résistances,
récidives et métastases. En un sens, le cancer des animaux domestiques refléte 1’essence méme du
probleme du cancer chez I’homme (Paoloni et Khanna, 2007).

L’étude de la protéine Ezrine est un excellent exemple de 1’aide que peut apporter le chien
domestique pour I’étude de la biologie tumorale. Cette protéine fait partie du groupe des « facteurs de
virulence métastatique » du cancer comme 1’appellent Gorlick et Khanna (Mendoza et Khanna, 2009).
En effet, son implication dans I’ostéosarcome fut d’abord découverte chez la souris, puis chez le chien
chez lequel son expression réduit le pronostic. Ceci encouragea des études sur 1’ostéosarcome
pédiatrique qui arriva aux mémes conclusions. Le chien fournit un nombre de nouveaux cas facilitant
les études sur un grand nombre d’échantillons, notamment pour les essais précliniques de nouveaux
agents pharmaceutiques. Celles-ci sont difficilement réalisables chez I’enfant ou 1’incidence de
’ostéosarcome est faible.

Des molécules inhibitrices de la protéine kinase C (molécule activant la protéine Ezrine par un
mécanisme de phosphorylation) sont maintenant passées avec succes dans les essais cliniques de phase
2 chez des patients humains pour de multiples indications thérapeutiques pour les cancers
métastatiques (Ajani et al., 2006 ; Hong et al., 2011 ; Millward et al., 2006).

Une autre utilité du chien est qu’il peut confirmer les observations faites chez ’homme. Ainsi, de
nombreux geénes soupconnés d’étre impliqués dans la progression tumorale de I’ostéosarcome chez
I’enfant ont aussi été caractérisés chez le chien comme PTEN, RB, Villin-2, c-MET, ErbB-2 et P53.
Nos connaissances grandissant, il sera possible de cibler la tumeur, ou graine, le micro-environnement
tumoral, ou sol, et I’ensemble de leurs interactions (Mendoza et Khanna, 2009).
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4.3. Apport du chien domestique dans la découverte de nouveaux
margueurs biologigues

Un des objectifs principaux de 1’oncologie comparée, et en particulier de 1’étude du chien
domestique, est d’identifier et de valider des marqueurs biologiques, ou biomarqueurs, des tumeurs
(Ranieri et al., 2013a). La question est de savoir s’il existe des biomarqueurs que 1’on a d’abord
identifiés chez le chien puis extrapolés chez I’homme. Autrement dit, le chien domestique comme
modele du cancer a-t-il eu un apport, méme minime, dans la compréhension de la biologie tumorale,
par la découverte de marqueurs biologiques spécifiques du cancer ? Quand bien méme ils n’ont pas été
découverts en premier chez le chien, ce dernier a-t-il permis de les étudier plus en détail ?

4.3.1. Les marqueurs biologiques du cancer
4.3.1.1. Définition

Un marqueur biologique est une molécule ou une protéine surexprimée ou anormalement absente
en cas de tumeur et associée a une fonction cellulaire qui caractérise le potentiel évolutif du processus
tumoral (Eckersall et al., 2009 ; Mobasheri et Cassidy, 2010). Il se caractérise en étudiant la différence
de comportement biologique entre les cellules saines et les cellules cancéreuses. Il peut étre associé au
risque d’apparition d’un cancer (on I’appellera marqueur de prédisposition), a sa présence (marqueur
diagnostique), a son évolution clinique (marqueur pronostique) ou a la rechute (marqueur de
surveillance) (Caplier, 2008 ; Henry, 2010). 11 s’agit d’une substance synthétisée par le tissu tumoral
ou le tissu environnant, puis sécrétée dans le sang. Il est donc dosable par des méthodes de
biochimique analytique.

4.3.1.2. Marqueur biologique idéal

Un biomarqueur idéal doit étre spécifique, sensible, d’utilisation facile (détection simple a faible
concentration, reproductible et de cot modéré), avec une concentration corrélée au stade biologique
de la tumeur (Caplier, 2008). Ce marqueur idéal n’existe évidemment pas mais les études visent a s’en
rapprocher.

4.3.1.3. Utilité des biomarqueurs en cancérologie

IIs servent a établir un diagnostic précis, a choisir un traitement ciblé et adapté au stade de la
maladie, a suivre I’efficacité de ce dernier ou au contraire a mettre a évidence une chimiorésistance, a
établir un pronostic et a évaluer le risque d’apparition de métastases. On en a déja de nombreux
exemples comme les récepteurs hormonaux ou le récepteur HER2 pour le cancer du sein, permettant
de prédire respectivement la réponse a un traitement hormonal et a la thérapie ciblée.
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4.3.2. Un apport modeste du chien domestique pour découvrir des biomarqueurs du
cancer

Les études se consacrant a I’identification de nouveaux marqueurs biologiques chez le chien sont
peu nombreuses, assez récentes et se consacrent surtout au lymphome non-hodgkinien (Henry, 2010).
Cependant a I’heure actuelle le modeéle canin porte de grands espoirs dans la découverte de ces
biomarqueurs grace a I’utilisation croissante de nouvelles techniques comme le criblage moléculaire
ou la cytométrie de flux (Matharoo-Ball et al., 2008). En paralléle, d’autres travaux s’attachent a
confirmer le réle d’un marqueur biologique du cancer chez le chien aprés 1’avoir déja découvert chez
I’homme. Cela permet par la suite d’étudier la molécule plus facilement sur le cancer spontané du
chien.

4.3.2.1. Des outils prometteurs pour la découverte de nouveaux biomarqueurs

Les études sont encore peu nombreuses chez le chien domestique mais il en existe. De nouvelles
techniques comme la transcriptomique (1’¢tude des ARN messagers apres la transcription du génome),
la métabolomique (1’étude des métabolites c’est-a-dire les sucres, les acides aminés, les acides gras et
tous les autres produits biochimiques d’une cellule) mais surtout de la protéomique (I’é¢tude de
I’ensemble des protéines d’une cellule, a un moment donné et sous des conditions données)
commencent a étre utilisées (Henry, 2010). Un congrés sur les marqueurs biologiques en médecine
vétérinaire qui s’est tenu a Nottingham en Juillet 2009 a rappelé I’intérét de la recherche sur le chien
(Mobasheri et Cassidy, 2010).

4.3.2.2. L’¢étude du protéome permet de découvrir de nouveaux biomarqueurs grace
au chien

4.3.2.2.1. Intérét de la protéomique

La protéomique fut particulierement étudiée ces derniéres années pour des applications en
médecine véterinaire et a permis de transférer des connaissances des chiens a ’homme (Doherty et al.,
2008 ; Gaines et al., 2007 ; Matharoo-Ball et al., 2008 ; McCaw et al., 2007). L’analyse du protéome
permet de détecter directement des modifications dans 1’expression d’une protéine ou des
modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation, lipidation, clivage protéique). Le
chien domestique s’est révélé un excellent candidat pour des recherches basées sur le protéome
(McCaw et al., 2007).

4.3.2.2.2. Etudes sur le lymphome B canin

Parmi ces techniques, la spectrométrie de masse semble prometteuse pour découvrir des
marqueurs biologiques du lymphome a cellule B dans le sérum de chiens atteints. Pour exemple, une
équipe utilisa une technique de spectrométrie de masse appelée « SELDI-TOF-MS » pour construire
un arbre de classification moléculaire permettant de mettre en évidence un lymphome B avec une
sensibilite et une spécificité de 97 % et 91 % respectivement, sur la base de trois pics protéiques
(Gaines et al., 2007).

Une autre étude s’est consacrée a 1’évaluation du protéome des nceuds lymphatiques de chiens
atteints d’un lymphome B et de chiens sains. La techniqgue MALDI-TOF-MS a été utilisée cette fois-ci.
Quatre protéines candidates ont été isolées : la prolidase, la triosephosphate isomérase, la glutathion S-
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transférase et la macrophage capping protein pour étre des marqueurs biologiques potentiels du
lymphome a cellules B (McCaw et al., 2007).

Ces protéines sont peu étudiées chez I’homme. Seules la prolidase et la triosephosphate
isomérase ont été associées au cancer du sein (Palka et Phang, 1998). Cette découverte appelle donc a
étudier plus précisément ces protéines en tant que biomarqueurs de cancers de I’homme. Plus
récemment, ’expression augmentée de la glutathion S-transférase a été associée a un mauvais
pronostic dans le sarcome de Ewing chez I’enfant (Zhuo et al., 2014).

Néanmoins la validation de ces marqueurs protéiques par d’autres techniques (comme la
méthode ELISA par exemple) dans des échantillons de grande taille est nécessaire.

4.3.2.2.3. Etude pilote de protéomique pour le diagnostic du carcinome
transitionnel de la vessie chez le chien

Le carcinome transitionnel de la vessie est habituellement diagnostiqué chez I’homme et le chien
a des stades avancés pendant lesquels la réponse a la chimiothérapie est limitée. Les tests
diagnostiques actuels ont des résultats peu satisfaisants car ils sont peu spécifiques compte tenu des
infections du tractus urinaire et sont fortement invasifs car ils demandent une biopsie sous anesthésie
générale pouvant causer une dissémination tumorale. Il n’existe actuellement aucun test permettant un
criblage de multiples marqueurs biologiques pour ce cancer chez ’homme.

Chez le chien, il est désormais possible d’utiliser I’urine comme prélévement pour des études de
protéomique afin d’identifier des marqueurs biologiques du CTV. C’est I’objectif d’une étude preuve-
de-concept réalisée sur des chiens domestiques atteints du CTV en 2014 (Bracha et al., 2014). 1l a été
montré que la purification des protéines solubles dans I’urine par ultrafiltration, puis leur identification
par chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse (« LC-MS/MS »), est un protocole
efficace pour étudier le proteome des tissus de tumeurs vésicales. En effet, ce protocole appliqué a 12
¢chantillons d’urine de chiens répartis dans 3 cohortes (saine, avec infection du tractus urinaire, avec
CTV) a permis de sélectionner quatre protéines, la macrophage binding protein, la PRXS5, ’APO-Al
et la ribonucléoprotéine nucléaire A2/B1 comme marqueurs biologiques potentiels du CTV. Ces quatre
protéines sont intéressantes du fait de la disponibilité d’anticorps pour leur détection.

Ce test de criblage a ensuite obtenu un score de confiance de 90 % en le soumettant a un modéle
statistique. Il faudra toutefois une étude a plus grande échelle pour confirmer ce résultat. Il sera de plus
opportun d’utiliser un test utilisant la technique ELISA qui est plus directe et plus utilisable en
clinigue.

Ici, le chien domestique nous permet de découvrir une nouvelle méthode efficace pour identifier
de nouveaux marqueurs biologiques en cas de CTV. Il serait maintenant important d’expérimenter ce
protocole chez ’homme afin de déterminer si des biomarqueurs identifiés chez le chien peuvent étre
utilisés chez I’homme.

4.3.2.3. Le chien permet de perfectionner de nouvelles techniques de criblage

Une nouvelle technique de criblage et de monitorage du cancer, utilisant 1’absorbance des
ultraviolets et la spectroscopie par fluorescence sur les proteines sériques, fut récemment mise sur le
marché en se basant sur les résultats d’une étude pilote chez le chien (Dickerson et al., 2007).
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4.3.2.4. Le chien modéle d’étude de marqueurs biologique du cancer de I’homme

Il est évident que la plupart des marqueurs biologiques de cancer connus sont identifiés chez
I’homme, sujet des tests de criblage. Toutefois, certains marqueurs biologiques de cancers ont un
intérét particulier pour 1’oncologic comparée. Des auteurs cherchent a mettre en évidence les mémes
marqueurs biologiques chez le chien afin de pouvoir utiliser ce dernier comme modéle d’étude de la
biologie de ce biomarqueur. Parmi ces marqueurs biologiques, on retrouve :

- La protéine PTEN (phosphatase and tension homolog) utilisée comme marqueur
pronostique du cancer du sein, et montrée comme telle dans les tumeurs mammaires canines
et félines (Ressel et al., 2009) ;

- des marqueurs biologiques de 1’0ostéosarcome comme la phosphatase alcaline (ALP) comme
marqueur diagnostic et pronostic, la molécule P53 (Mueller et al., 2007). On retrouve
également les molécules VEGF, MET, COX-2 et MMP (Selvarajah et Kirpensteijn, 2010)
qui pourraient étre utilisées comme des marqueurs moléculaires potentiels du pronostic et de
prédiction de la réponse au traitement ;

- des marqueurs de I’angiogenése en général comme VEGF et MMP (Aresu et al., 2014) ;

- les molécules EGFR, HER2 et K-RAS dans les tumeurs épithéliales gastro-intestinales qui
sont aussi exprimées chez le chien. Il s’agirait de marqueurs pronostiques et de cibles
thérapeutiques éventuelles (Terragni et al., 2014) ;

- la thymidine kinase 1 (TK1) qui est utilisée chez I’homme comme marqueur pronostic du
lymphome non-hodgkinien, avec un intérét grandissant pour les différentes formes de
leuceémies et les tumeurs solides comme le cancer du sein, le cancer des poumons, le cancer
colorectal. Dans le lymphome non-hodgkinien canin, TK1 a une valeur pronostique
satisfaisante. Les études comparatives sur TK1 sont importantes car il est vraisemblable que
d’ici cing a dix ans cette protéine fera partie intégrante des procédures recommandées pour
le suivi des tumeurs qu’elles soient solides ou sanguines (Alegre et al., 2014 ; von Euler et
Eriksson, 2011).

Dans ce contexte, le chien domestique n’est pas a 1’origine de la découverte du marqueur
biologique. Mais par ses multiples avantages déja évoqués en partie 1 comme modéle d’étude du
cancer, il participe au développement des marqueurs biologiques qu’il partage avec 1’homme, au
perfectionnement des techniques de détection, a la compréhension de leurs mécanismes d’action. On
parle de biomarqueurs « translationnels » ou « bridging biomarkers » (Selvarajah et Kirpensteijn,
2010).

4.3.2.5. Le chien modéle de la néo-angiogenése tumorale et de ses biomarqueurs
chez I’homme

La progression tumorale est fortement corrélée a 1’angiogenéese tumorale. Celle-ci est étroitement
liée au processus métastatique.

4.3.2.5.1. Définition de la néo-angiogenése tumorale

La néo-angiogenese se définit par le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir de vaisseaux pré-existants, elle est finement régulée par des signaux activateurs et inhibiteurs
(Withrow et al., 2012). Il est maintenant bien accepté que la création de nouveaux vaisseaux est
nécessaire a une tumeur pour son développement, que ce soit pour se fournir en oxygéne ou en
nutriments mais aussi pour disséminer des cellules en dehors du foyer primitif (Folkman, 2007). Ce
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processus est mesurable par un ensemble de marqueurs biologiques dont le chien s’avére étre un bon
modele d’étude.

4.3.2.5.2. Le chien est un modele de la néo-angiogenese tumorale

De la méme maniére que chez I’homme, les cancers spontanés du chien réalisent la néo-
angiogenése lors de leur dissémination dans 1’organisme. Il est démontré que des cancers canins par
quelques aspects particuliers peuvent étre de bons modéles de la néo-angiogenese, notamment pour
étudier ses facteurs et marqueurs biologiques.

Hormis les grandes similarités déja évoquées entre le lymphome humain et canin (Marconato et
al., 2013), le lymphome non-hodgkinien canin porte de grands espoirs comme modéle de
I’angiogenese. En effet, une angiogenese développée est associé a un cancer de haut grade (= malignité
élevée) dans les lymphomes non-hodgkiniens canins. Cette angiogenése développée se traduit par une
densité micro-vasculaire importante (Ranieri et al., 2005). Une étude plus poussée a mis en corrélation
une concentration augmentée en VEGF et une néo-angiogenése tumorale importante (Zizzo et al.,
2010).

De plus, le lymphome non-hodgkinien canin peut étre utilisé pour étudier les marqueurs de
I’hypoxie (Cline et al., 1994 ; Vail et MacEwen, 2000), déja mis en évidence dans les sarcomes (Cline
et al., 1990 ; Zeman et al., 1993). L’hypoxie des cellules tumorales est a 1’origine méme du processus
de néo-angiogenése. Elle fait intervenir la molécule HIF (hypoxia inducible factor, ou facteur induit
par I’hypoxie) qui va notamment induire I’expression du gene codant le VEGF. Les marqueurs de
I’hypoxie sont fortement étudiés actuellement, en particulier dans les tumeurs canines (Bavcar et
Argyle, 2012 ; Hansen et al., 2011).

De méme, le mastocytome canin de haut grade histologique présente une concentration en VEGF
élevée et une densité micro-vasculaire accrue (Patruno et al., 2009 ; Ranieri et al., 2013a). On envisage
d’utiliser le mastocytome pour étudier le réle des mastocytes et leur dégranulation et évaluer leur lien
avec une éventuelle sécrétion du marqueur VEGF (partie 3). En effet, il a été observé que les
mastocytes étaient impliqués dans la néo-angiogenése par la libération de I’enzyme tryptase dans
certains cancers comme le cancer du sein (Ranieri et al., 2009).

4.3.2.5.3. VEGF, marqueur biologique majeur de la néo-angiogenése

Actuellement, les molécules d’intérét pour suivre la néo-angiogenese sont les protéines VEGF,
VEGFR et les autres protéines a activité tyrosine kinase nécessaires a la transduction du signal
intracellulaire.

La molécule VEGF (facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire) est un puissant inducteur
de I’angiogenése (Ranieri et al., 2006). 11 s’agit du ligand du récepteur VEGFR, un récepteur a activité
tyrosine kinase a la surface membranaire (Morgant, 2011). En cancérologie, la sécrétion de VEGF par
une tumeur induit la prolifération, la migration et la différenciation des cellules endothéliales ce qui
déclenche le processus angiogénique. La surexpression de VEGF est corrélée a la croissance tumorale,
au developpement de métastases a distance et a une diminution globale de la survie des patients. Cette
molécule, parmi tant d’autres, est exprimee a la fois chez I’homme et chez le chien lors de la néo-
angiogenése tumorale (Patruno et al., 2009 ; Scheidegger et al., 1999).
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Chez ’homme, le VEGF est impliqué dans de nombreuses tumeurs ou il est corrélé & un mauvais
pronostic (DuBois et Demetri, 2007). Chez le chien, il est associé a I’angiogenése tumorale des
tumeurs mammaires, du mastocytome, du lymphome non-hodgkinien et de 1’ostéosarcome (Aresu et
al., 2014 ; Mahé, 2010 ; Ranieri et al., 2013a; Thamm et al., 2008). La forte prévalence de ces cancers
d’apparition spontanée chez le chien domestique va permettre a la recherche d’étudier plus en détail la
biologie de ce marqueur tumoral.

L’importance de 1’étude de la néo-angiogenese chez le chien peut étre illustrée par des études
pilotes utilisant de nouvelles techniques comme la cytométrie de flux polychromatique qui permet
d’isoler des cellules souches hématopoiétiques comme marqueurs biologiques pour découvrir des
biomarqueurs de la néo-angiogenese (Bentley et al., 2013).

En conclusion, les cancers spontanés du chien domestique permettent de mettre en évidence de
nouvelles molécules comme potentiels marqueurs biologiques de cancers. Les études de proteomique,
permettant d’étudier I’ensemble des protéines d’une cellule dans un tissu donné a un moment donné,
sont rares chez le chien et sont d’apparition récente. Toutefois leur développement dans ce modéle est
tres prometteur. Jusqu’a maintenant, les recherches se sont beaucoup intéressees a retrouver des
marqueurs biologiques de cancers humains dans le modele canin. Celui-ci, méme s’il n’est pas
I’origine de la découverte, a un role majeur comme modele d’étude de ces biomarqueurs. Rappelons
d’ailleurs I’importance des marqueurs de la néo-angiogenése pour la recherche contre le cancer ; le
lymphome canin non-hodgkinien et le mastocytome canin s’avérent étre des modéles de choix pour en
apprendre plus sur ces marqueurs.
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4.4. Utilisation de I’odorat du chien pour détecter un cancer

4.4.1. Introduction

A P’heure actuelle des chiens sont utilisés pour leur odorat exceptionnel afin de détecter des
personnes perdues ou blessées, de la drogue ou des objets de toute sorte. Cet odorat extraordinaire
s’explique par les quelques 200 000 millions de cellules sensitives olfactives que contient la muqueuse
nasale du chien, contre seulement 10 000 millions chez I’homme (Cornu et al., 2010). Chose d’autant
plus surprenante, le chien domestique pourrait aussi se servir de son odorat pour « flairer » un cancer
chez des patients atteints (Bijland et al., 2013).

Cette détection se ferait par 1’émission par les cellules cancéreuses de composés organiques
volatiles dont la nature biochimique exacte n’est pour le moment pas identifiée. Ces composés
organiques volatils sont des molécules odorantes spécifiques d’un cancer et pourraient donc servir de
marqueurs diagnostiques ou pronostiques.

4.4.2. Premiére découverte pour le mélanome

La premiére découverte de I’utilisation du chien pour diagnostiquer un cancer a été faite en 1989,
lorsqu’une patiente de 44 ans observa son chien aboyer et renifler a longueur de journée aprés un grain
de beauté sur sa jambe, ce qui motiva un examen chez un dermatologue qui diagnostiqua un mélanome
(Bijland et al., 2013 ; Williams et Pembroke, 1989).

4.4.3. Nombreuses études sur de multiples cancers

Suite a cette découverte, de nombreuses études se sont portées sur de multiples cancers et ont
cherché a prouver I’efficacité de 1’odorat du chien pour détecter la maladie a partir d’échantillons
divers comme le sang, la peau, les urines, les selles et les échantillons de tumeurs. De maniére
générale, on observait des sensibilités et spécificités tres satisfaisantes (supérieures a 90 %) lorsque les
tests olfactifs pour les chiens se résumaient a différencier un individu sain d’un individu cancéreux
(Amundsen et al., 2013 ; Bijland et al., 2013).

4.4.3.1. Cancer du poumon et air expiré

Parmi ces cancers, le cancer du poumon fut I’objet de nombreuses études. En 2006, le Dr.
McCulloch débuta un programme de dressage de cing chiens pour la détection du cancer du poumon et
du cancer du sein par I’air expiré du patient. L’expérience réalisée en double-aveugle donna des taux
de réussite excellents dans 1’identification des échantillons d’air expiré de patients atteints de cancer
puisque les sensibilités étaient de 0,99 pour le cancer du poumon (1C95%= [0,99 ; 1]) et de 0,88 pour
le cancer du sein (IC95% = [0,75; 1]); en comparant avec les résultats de la biopsie considérée
comme examen de référence (McCulloch et al., 2006). Cette étude pilote apportait déja I’idée qu’il est
possible de dresser rapidement des chiens « naifs », en deux a trois semaines, afin de discriminer de
maniére efficace des individus sains des individus cancéreux.

Les résultats étaient plus mitiges quand on introduisait des comorbidités ou que 1’on voulait
différencier une atteinte bénigne d’une atteinte maligne. En 2011, une étude réalisée en aveugle a
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introduit cette fois-ci une comorbidité en ajoutant dans le protocole des individus atteints d’une
maladie pulmonaire chronique obstructive (MPCQO). De la méme maniére, les chiens devaient
reconnaitre par I’odorat des personnes saines, des personnes atteintes d’un cancer du poumon et des
personnes souffrant d’une MPCO, en flairant 1’air qu’elles expirent. Méme si la sensibilité du test a
diminué & 70 % par rapport a 1I’étude de McCulloch, la spécificité est tout de méme restée a 93 %, on a
donc peu de résultats faux positifs, ce qui était une donnée encourageante puisque le chien n’était pas
trompé par le statut fumeur ou la présence d’une MPCO chez I’individu testé (Ehmann et al., 2011).

C’est en 2013 que fut réalisée la premiere étude prospective sur une population hétérogéne de
patients non sélectionnés, admis a I’hopital et suspectés d’avoir un cancer du poumon. Les tests
olfactifs en double-aveugle sur 1’air expiré et des échantillons d’urine ont donné des résultats moyens,
avec une sensibilité de 56-76 % et une spécificité de 8-33 % (Amundsen et al., 2013). Toutefois
I’utilisation du chien pour le cancer des poumons porte de nombreux espoirs car les méthodes de
diagnostic par imagerie, notamment la radiographie, souffre de la présence de faux négatifs.

La question qui se pose est de savoir si le chien a la capacité de différencier des lésions
pulmonaires bénignes de celles a caractere malin.

4.4.3.2. Le chien peut flairer de multiples cancers

L’utilisation de 1’odorat du chien ne se résume pas au cancer des poumons et a 1’air expiré du
patient. 1l a été étudié dans d’autres cancers avec d’autres échantillons comme pour le carcinome
ovarien avec des échantillons de tissus et des prélevements de sang (Horvath et al., 2008), le cancer du
sein sur ’air expiré (McCulloch et al., 2006 ; Phillips et al., 2003), le cancer de la vessie sur des
prélevements d’urine (Cornu et al., 2010 ; Willis et al.,, 2004), le cancer colorectal sur des
prélevements de feces et I’air expiré (Sonoda et al., 2011), le mélanome sur la peau du patient
directement (Pickel et al., 2004).

Ces études concluaient que les chiens étaient capables de discriminer des patients atteints de
cancers de personnes saines. Toutefois il s’avére difficile de comparer I’ensemble de ces résultats car
les chiens utilisés, les techniques de dressage, les protocoles et les cancers étaient différents. Il semble
évident que de multiples biais persistent (comme la présence de différents stades d’évolution pour un
méme cancer, des facteurs confondants comme des maladies concomitantes, les méthodes de recueil
des prélévements) et qu’il faut prendre ces résultats avec précaution (Cornu et al., 2010).

4.4.4. Avantage de la détection du cancer par ’odorat du chien

Cette méthode de détection précoce présente de nombreux avantages : elle est rapide, non
invasive et avec une totale innocuité (Bijland et al., 2013). Son application pratique dans une étape de
criblage pourra s’avérer trés importante car rappelons-le encore une fois que le pronostic dépend
fortement du moment du diagnostic. Détecter précocement le cancer est un objectif important car il
permet souvent des traitements avec une moindre toxicité (McCulloch et al., 2006).
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4.45. Composé organique volatil spécifique du cancer

L’observation de la détection d’un cancer par I’odorat du chien suggere 1’existence de molécules
odorantes produites spécifiquement par les cellules cancéreuses. Ces molécules sont appelées
des composés organiques volatils. A ce jour, des études moléculaires par criblage protéique complet
sont en cours pour les identifier, en étudiant notamment le métabolome de la cellule cancéreuse. Ces
études sur le métabolome en sont encore a leurs débuts mais sont promises a un bel avenir (Jentzmik et
al., 2010).

Les composés organiques volatils seraient des marqueurs biologiques supplémentaires,
éventuellement pronostiques. L’idée de leur détection par les chiens domestiques poussa ingénieurs et
chercheurs a concevoir un systeme artificiel pouvant remplacer le chien. Ces nez électroniques ou
« Enose » seraient capables de les détecter a des seuils de concentration presque aussi bas que le chien
(Ehmann et al., 2011). Durant les trente dernieres années, la méthode chromatographique ou enose a
été beaucoup étudiee mais son utilisation en clinique est réecente (Amundsen et al., 2013 ; Bijland et
al., 2013). L’idée de ces nez électroniques est intéressante si tant est que ’on ait identifié avec
précision la structure biochimique de la molécule recherchée (Cornu et al., 2010).

4.4.6. Conclusion

En conclusion, la détection du cancer par 1’odorat des chiens ou bien par les nez ¢lectroniques
porte de nombreuses promesses pour le futur et devrait recevoir une plus grande priorité dans la
recherche. En effet, le sens de I’odorat du chien apparait comme un outil de criblage et de diagnostic
précoce intéressant.

Il faut donc maintenant déterminer si cette méthode diagnostique est plus avantageuse que celles
déja utilisées. Evidemment tout ceci dépend du cancer.

On constate ici un autre apport du chien dans la compréhension de la biologie tumorale : par sa
capacité a distinguer un individu atteint d’un cancer d’un individu sain, on envisage 1’existence de
molécules biochimiques de petites tailles, volatiles, libérées par les cellules cancéreuses au cours de
leur croissance. Il s’agit la encore d’une signature moléculaire du cancer (Cornu et al., 2010). Ces
composés organiques volatils pourraient étre utilisés comme marqueurs biologiques ou marqueurs
pronostiques.
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5. CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE

Les cancers d’apparition spontanée du chien domestique ont sans conteste contribué¢ a leur
échelle dans la recherche en cancérologie. A travers la structure si particuliére du génome canin, fruit
de I’évolution phylogénétique de cette espéce en de multiples races, le chien domestique a fourni un
apport non négligeable dans la découverte de nouveaux génes du cancer. La place privilégiée de cet
animal de compagnie a proximité de son propriétaire autorise le chien domestique a étre un animal
sentinelle efficace pour les facteurs de risques environnementaux du cancer. De plus, les multiples
études des cancers canins, de plus en plus sophistiquées, ont apporté leur pierre a 1’édifice pour la
compréhension de la biologie tumorale ; par exemple dans 1’approfondissement de notre étroite
connaissance sur la théorie des cellules souches cancéreuses ou le processus métastatique.

La meilleure connaissance des mécanismes du cancer vise inévitablement a produire de
nouvelles stratégies thérapeutiques qui sont testées au cours des essais cliniques chez ’homme. Le
chien domestique participe activement a 1’évaluation de ces nouvelles thérapies par de nombreux
aspects, c’est ce qui sera développé dans la partie 3.
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TROISIEME PARTIE : L’APPORT DU CHIEN
DOMESTIQUE POUR LE DEVELOPPEMENT DE

NOUVEAUX TRAITEMENTS CONTRE LE CANCER
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1. INTRODUCTION DE LA TROISIEME PARTIE

Nous avons démontré jusqu’a maintenant 1’intérét d’utiliser le chien domestique comme modéele
pour la cancérologie humaine (partie 1), ainsi que les nombreux apports des études sur les tumeurs
canines pour la compréhension de la biologie tumorale (partie 2).

Le point clé de la recherche en cancérologie est de découvrir des traitements permettant de guérir
le cancer. Ceux-ci montrent leurs prémices en 1948 lors de la découverte de la chimiothérapie par
Sidney Farber. Alors pédiatre a I’hopital de Boston, Farber faisait face aux leucémies incurables de
I’enfant et a découvert I’aminoptérine puis I’actinomycine D (Miller, 2006). En 1971, le président
américain Nixon déclarait la guerre au cancer et prévoyait son éradication sous une trentaine d’années.
Ainsi de lourds financements étaient attribués pour la recherche contre le cancer. Le succes était
mitigé, cependant une véritable évolution conceptuelle a vu le jour avec la découverte de I’imatinib, un
inhibiteur de récepteurs a activité tyrosine kinase par Druker, Lydon et Sawyers (Druker et Lydon,
2000).

De son c6te, le chien domestique a aidé a mettre au point la premiére chimiothérapie a base de
moutarde azotée (Hansen et Khanna, 2004 ; Khanna et Vail, 2003). C’est bien la I’objectif principal de
I’oncologie comparée, celui qui est ’essence méme de la discipline : la création de nouveaux
traitements contre le cancer par 1’intermédiaire de modé¢les animaux comme le chien. Ce sont les
multiples atouts du modéle canin qui autorisent la recherche a I’utiliser dans les essais cliniques
pharmaceutiques.

Trois périodes divisent 1’histoire de I’utilisation du chien dans les avancées thérapeutiques contre
le cancer. Ces périodes illustrent 1’avancée des techniques et des connaissances depuis le début des
années 1960 avec I’optimisation des protocoles de greffe de moelle osseuse griace au chien, puis plus
récemment les nouvelles thérapies ciblées comme le L-MTP-PE et les nombreux inhibiteurs de
tyrosine kinases (Benjamini et al., 1976 ; MacEwen et al., 1986 ; Storb et al., 1967 ; Theilen et al.,
1977 ; Tsoi et al., 1974 ; Weiden et al., 1975). Ces avancées ont été faites pour traiter les cancers
canins et ont été ensuite transférées chez I’homme pour les essais cliniques (Ranieri et al., 2013a). On
espere maintenant que le chien permettra de découvrir de nouvelles molécules a action ciblée, de
nouvelles thérapies et de nouvelles techniques mais aussi d’augmenter notre connaissance a propos de
thérapies déja existantes, afin de les perfectionner.

L’objectif de cette troisiéme partie sera de montrer les multiples apports du modele des cancers
spontanés de notre chien domestique pour la découverte et le perfectionnement de thérapies pour lutter
contre le cancer. Dans un second temps, on expliquera les difficultés actuelles de la recherche
pharmaceutique dans le secteur de 1’oncologie et enfin le nouvel espoir que constitue 1’oncologie
comparée grace a I’intégration standardisée du chien domestique dans les essais précliniques. Cette
intégration est testée et proposée par le Comparative Oncology Program (COP) aux Etats-Unis sous la
tutelle du National Cancer Institute (NCI).
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2. LES THERAPIES DU CANCER

2.1. Le tragique du cancer

Une masse tumorale constitue une population cellulaire aberrante et faisant pourtant partie du
soi : ce sont des cellules eucaryotes, de 1’individu, souvent mal détectées par le systéme immunitaire,
en prolifération, a I’origine d’un processus de néo-angiogenése, résistantes a 1’hypoxie et parfois en
¢tat de quiescence. C’est 1a le tragique du cancer : lutter contre son propre organisme.

2.2. Rappel des stratégies thérapeutiques traditionnelles en cancérologie

Plusieurs approches sont envisageables dans le cadre d’un traitement contre le cancer. Celles-Ci
sont des approches « traditionnelles » qui, méme si elles restent a la base du traitement contre le
cancer, perdent peu a peu de leur éclat face a I’émergence de nouvelles approches thérapeutiques,
comme la thérapie ciblée, I’immunothérapie, I’hormonothérapie ou 1’anti-angiogenese. Ces stratégies
thérapeutiques traditionnelles forment un solide triptyque : ce sont la chirurgie oncologique, la
chimiothérapie et la radiothérapie.

Le choix d’une stratégie par rapport a une autre dépend de nombreux critéres de décision. Parmi
ceux-ci, on retrouve la nature histologique du processus tumoral, le potentiel évolutif, le bilan
d’extension et I’état général de 1’individu.

2.2.1. Lachirurgie oncologique

La chirurgie reste la pierre angulaire de la plupart des stratégies thérapeutiques anticancéreuses.
Elle consiste soit en un traitement local par exérése de la tumeur ou en un traitement régional par
exérése des nceuds lymphatiques régionaux voire en 1’exérése de métastases par exemple lors de
tumeurs métastasées au parenchyme pulmonaire.

L’approche chirurgicale doit répondre a des régles radicales afin de pouvoir étre carcinologique,
comme la réalisation d’un bilan d’extension préalable pour avoir I’assurance d’avoir pris des marges
saines. L objectif est de retirer entierement la tumeur et d’évaluer sa nature histologique afin d’établir
un pronostic.

Les technigues chirurgicales sont de plus en plus perfectionnées et de moins en moins invasives ;
elles permettent de préserver de plus en plus les parties saines de la région atteinte. La chirurgie
oncologique est souvent accompagnée d’autres thérapies qui viennent compléter I’acte chirurgical
comme la chimiothérapie et la radiothérapie, permettant de traiter respectivement les meétastases a
distance ou les récidives locales (Soyer et al., 2011).
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2.2.2. Lachimiothérapie
2.2.2.1. Principe de la chimiothérapie anticancéreuse

La chimiothérapie consiste a administrer des médicaments qui detruisent les cellules cancéreuses
a cause de leur fort pouvoir de multiplication. Il s’agit d’une stratégie cytotoxique puisque toutes les
cellules, a fortiori celles en prolifération, sont susceptibles d’étre touchées. Elle se divise en différentes
séances dont le rythme et la durée varient en fonction du cancer et du protocole utilisé. Elle fait
souvent intervenir plusieurs molécules & mécanismes d’action différents permettant d’améliorer
I’efficacité tout en diminuant la toxicité du traitement et en limitant I’apparition de résistances (poly-
chimiothérapie). Elle est souvent effectuée en complément de la chirurgie, soit avant pour réduire la
taille de la tumeur (chimiothérapie néo-adjuvante), soit apres pour réduire le risque de métastase
(chimiothérapie adjuvante).

L’objectif final des protocoles de chimiothérapie est d’avoir une efficacit¢ maximale pour une
toxicité limitée et qui produisent le moins de résistances possibles. On doit donc agir précocement, a la
dose maximale tolérable, aussi souvent que possible, avec des associations de plusieurs molécules.

2.2.2.2. Lachimiothérapie est de plus en plus utilisée

Selon un rapport publié par I’INCa (Institut National du Cancer) en Octobre 2010, 270 000
patients ont bénéficié d’une chimiothérapie en 2009 soit 24 % de plus par rapport a 2005. Les chiffres
indiquent une progression de 12 % du nombre de patients traités pour un cancer, soit 358 000 patients
Chez I’homme en 2009, environ 80 % des chimiothérapies ont été réalisées pour traiter les cancers
digestifs, gynécologiques, hématologiques, du poumon et du sein (INCa. Publication de la situation de
la chimiothérapie des cancers en 2011. [En ligne]. (Mise a jour le 03/07/2012). [http://www.e-
cancer.fr/toutes-les-actualites/7063-publication-de-la-situation-de-la-chimiotherapie-des-cancers-en-
2011]. (Consulté le 24/09/2014).).

2.2.2.3. Rappel des différents agents anticancéreux

Les différents agents anticancéreux sont classés suivant leur mode d’action (Soyer et al., 2011 ;
Withrow et al., 2012). Ce sont des molécules cytotoxiques non spécifiques des cellules cancéreuses.
Des exemples sont donnés entre parenthése :

- agents alkylants : ils forment des liaisons covalentes avec I’ADN, induisant des ponts inter-
brins puis des erreurs de réplications, des mésappariements et des pertes de bases
(cyclophosphamide, chlorambucil, lomustine) ;

- complexes a base de platine: création de ponts inter-brins et intra-brins (cisplatine,
carboplatine) ;

- antimétabolites : ils interferent avec le métabolisme normal des acides nucléiques et sont
spécifiques du cycle cellulaire notamment de la phase S (méthotrexate, cytarabine) ;

- poisons du fuseau : ils déstabilisent le fuseau mitotique et sont spécifiques de la phase M du
cycle cellulaire. Ils bloquent la polymérisation de la tubuline d’ou un arrét de la mitose de la
cellule en métaphase puis apoptose (vinblastine, vincristine) ;

- antibiotiques : ils sont utilisés comme inhibiteurs des topoisomérases, enzymes qui en temps
normal clivent I’ADN, le déroulent puis reforment la liaison. Ils empéchent cette ligation ce
qui entraine des cassures de I’ADN (doxorubicine, mitoxantrone) ;

- autres : L-asparaginase, corticoides.
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2.2.3. Laradiothérapie

La radiothérapie repose sur l’utilisation de radiations ionisantes pour détruire les cellules
tumorales tout en épargnant les tissus sains environnants. Les radiations modifient le patrimoine
génétique des cellules, créent des 1ésions de I’ADN trop importantes pour étre réparées ce qui stoppent
leur division. Les Iésions de I’ADN se produisent via la production de radicaux libres (interaction des
particules ionisantes avec les molécules d’eau). Les cellules saines se réparent plus efficacement et
plus rapidement que les cellules tumorales d’ou I’intérét de fractionner les doses administrées.

Sans rentrer dans le détail des techniques, il existe la radiothérapie externe produisant des rayons
X par orthovoltage a basse energie ou par accélerateurs de particules a énergie tres élevée, la
curiethérapie interstitielle avec comme source I’iridium 192, la cobaltothérapie qui produit des rayons
v et la radiothérapie métabolique a 1’iode 131.

Les cellules les plus sensibles aux radiations ionisantes sont celles qui se multiplient rapidement.
Les tumeurs de gros volume ou en état de nécrose sont peu radiosensibles. La radiosensibilité est
plutét importante pour les tumeurs a cellules rondes comme les lymphomes ou les mastocytomes ;
moyenne pour les carcinomes et faible pour les sarcomes.

Elle peut étre utilisée en premiére intention a visée curative pour des lésions de tres petites
tailles, trés radiosensibles ou inaccessibles a la chirurgie. La plupart du temps, elle est utilisée en
thérapie adjuvante soit pour réduire le volume tumoral avant exérése chirurgicale, soit pour irradier le
site opératoire en cas de risque de réecidive locale. Enfin, elle peut étre aussi utilisée en tant que
traitement palliatif pour limiter la croissance tumorale ou pour son effet antalgique et anti-
inflammatoire (Withrow et al., 2012).

117



2.3. De nouvelles thérapies du cancer

En plus des techniques de thérapies classiques comme la chimiothérapie, la chirurgie ou la
radiothérapie, de nouvelles approches comme I’anti-angiogenése, I’hormonothérapie, les thérapies
ciblées ou I'immunothérapie commencent & étre bien utilisées pour combattre le cancer. Ces nouveaux
traitements sont souvent testés au départ chez les animaux.

2.3.1. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est utilisée dans le cas de certains cancers hormonodépendants, comme celui
du sein et de la prostate. En effet, leur croissance est dépendante d’hormones sexuelles pour lesquelles
ces cancers ont des récepteurs spécifiques. Dans le cancer du sein, I’hormonothérapie permet de
bloquer I’action des cestrogenes. Dans le cancer de la prostate, elle bloque I’action des androgénes.

2.3.2. L’immunothérapie

L’immunothérapie anticancéreuse vise a mobiliser le systéme immunitaire pour qu’il détruise les
cellules tumorales. Pour cela, on stimule le systeme immunitaire par différents moyens.

Il existe une immunothérapie active non spécifique qui consiste a stimuler de maniére globale le
systéme immunitaire. On retrouve ainsi des immunomodulateurs non spécifiques comme le BCG?, le
MTP? ou [I’Acemannan®, mais aussi des cytokines. Les cytokines sont des molécules
physiologiquement sécrétées par les cellules immunitaires pour communiquer entre elles dans la lutte
anticancéreuse. On peut citer I’interleukine 2 (IL-2) agissant dans la stimulation des cellules
immunocompétente et 1’interféron gamma (IFNy) activant la présentation antigenique par les cellules

présentatrices d’antigene (Caplier, 2008).

Il existe une immunothérapie active spécifique qui consiste a utiliser un antigéne tumoral
spécifique qui est porté a la surface de la cellule cancéreuse. La découverte des antigenes tumoraux
ouvre la voie a de nouveaux axes de recherche comme la vaccination thérapeutique anti-tumorale,
notamment pour le mélanome et le cancer du sein (Caplier, 2008). L’objectif est d’obtenir une réponse
T-cellulaire spécifique de longue durée et a mémoire par ’introduction chez un patient de ’antigene
tumoral immunisant. La stratégie vaccinale utilise de nombreuses techniques et procédés pour former
un «vaccin » et présenter 1’antigéne tumoral a I’organisme : elle peut s’aider des cellules tumorales
enticres ou des lysats de cellules tumorales, de I’ADN d’un antigéne tumoral contenu dans un plasmide
ou un vecteur viral ou d’une cellule dendritique (Withrow et al., 2012).

1 BCG : bacille Calmette Guérin.

2MTP : muramyl tripeptide.

¥ Acemannan : mucopolysaccharide produit par les feuilles d’aloe vera ayant des propriétés immunostimulantes,
anti-virales et anti-cancéreuses.
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Une autre stratégie est d’utiliser des anticorps monoclonaux capables d’empécher la prolifération
cellulaire des cellules tumorales en bloquant 1’activité de certains récepteurs (immunothérapie passive
specifique). Nous pouvons citer pour exemple le rituximab pour le traitement des lymphomes et le
trastuzumab ciblant le récepteur HER-2 chez les femmes atteintes de cancer du sein exprimant ce
récepteur.

Il devient maintenant tres clair que c’est le systéme immunitaire qui est la pierre angulaire de la
réussite des traitements contre le cancer; c’est lui qui détermine si la chimiothérapie ou la
radiothérapie vont avoir une bonne efficacité ou non. Autrement dit, les efforts doivent se concentrer
pour trouver des moyens d’incorporer I’immunothérapie en combinaison des protocoles traditionnels.

2.3.3. Lathérapie génique

Le principe est d’introduire dans le génome des cellules du patient un ou des génes étrangers qui
permettront de lutter contre le cancer. Ces genes serviront soit a stimuler les cellules immunitaires du
patient (gene de cytokine), soit a sensibiliser les cellules cancéreuses a certains antiviraux, soit a
bloquer certains oncogénes (Soyer et al., 2011).

2.3.4. L’essor de la thérapie ciblée
2.3.4.1. Principe

Contrairement aux chimiothérapies classiques, la thérapie ciblée repose sur une connaissance
approfondie de la biologie moléculaire du cancer. Le développement de cette classe de molécules dites
carcinotoxiques n’aurait pas pu étre possible sans la compréhension de la machinerie protéique de la
cellule.

Le développement des thérapies ciblées repose sur le blocage du fonctionnement d’une ou
plusieurs protéines dans la cellule cancéreuse. On retient les notions de récepteurs, de ligands et
d’activation de protéines (principalement par phosphorylation par des kinases).

L’objectif est de faire disparaitre la tumeur en se basant sur le principe que le développement
tumoral dépend de I’oncogene a I’origine de son apparition, c¢’est 1’oncogéne addiction. Un second
objectif est de controler la tumeur tout en améliorant la durée et le confort de vie du patient. Cette
thérapie est sélective. Elle est plus efficace sur la cellule cancéreuse et la dose utilisée peut étre
augmentée sans risque de toxicité sur les cellules saines. Une utilisation & long terme est aussi possible
méme si la encore des résistances peuvent apparaitre c’est pourquoi 1’éradication compléte de la
tumeur est rare (Withrow et al., 2012).

Enfin, il est nécessaire d’identifier si les cibles sont présentes chez les patients par des études de
pharmacogénétique. Globalement, ces molécules carcinotoxiques sont moins efficaces quand elles sont
utilisees en premiere intention. Mais quand la cible est présente, elles ont une trés bonne efficacité
presque totale.
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2.3.4.2. Cibles et stratégies possibles

Elles ont quatre cibles possibles : le récepteur membranaire, la signalisation intracellulaire, les
altérations géniques et la néovascularisation (Storck, 2014).
Plusieurs stratégies sont utilisées pour neutraliser la cellule tumorale :

- bloquer les ligands des récepteurs membranaires comme par exemple avec les anticorps
anti-VEGF comme le bevacizumab (Avastin®),

- bloquer les récepteurs membranaires comme par exemple avec les anticorps anti-HER2
comme le trastuzumab (Herceptin®),

- empécher I’activation des récepteurs a activité tyrosine kinase (inhibiteurs de tyrosine kinase
ou ITK).

2.3.4.3. Les molécules a action ciblée

L’important est de définir des cibles comme des oncogenes indispensables aux cellules
cancéreuses ou des génes suppresseurs de tumeurs.

Pour rappel, une cellule tumorale posséde une activité de prolifération anormale. Dans une
cellule normale, la prolifération est déclenchée au départ par la fixation d’un ligand extracellulaire
(typiquement un facteur de croissance) sur un récepteur membranaire. Cette fixation active le récepteur
entrainant une cascade de réactions intracellulaires aboutissant in fine a la production par le noyau de
la cellule des protéines qui stimulent la prolifération cellulaire, inhibent 1’apoptose ou favorisent
I’angiogenése. Nombre de ces récepteurs sont de type tyrosine kinase (Withrow et al., 2012). Dans une
cellule cancéreuse, ces voies de prolifération sont trés souvent constitutivement activées, c’est-a-dire
que le facteur de croissance n’est plus nécessaire.

On retrouve deux catégories de molécules agissant selon deux grands principes (figure 19) :

- des anticorps monoclonaux agissant a I’extérieur de la cellule, sur le ligand ou le récepteur
lui-méme. Actuellement il y en a de nombreux sur le marché ou en cours d’essais cliniques
en médecine humaine.

Exemple : on peut citer comme vu précédemment, le bevacizumab (Avastin®) qui est une 1gG qui
inhibe le VEGF ;

- des petites molécules chimiques ATP-mimétiques agissant en intracellulaire et inhibant la
partie tyrosine-kinase du récepteur membranaire. Ce sont les ITK.
Exemple : on peut citer I’imatinib (Gleevec®) qui a été le premier médicament de cette famille mis
sur le marché en 2001 par le laboratoire Novartis pour traiter les leucémies myéloides chroniques
(CML).
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Figure 19 : Les stratégies possibles pour bloquer un récepteur membranaire a I’origine du
phénotype cancéreux. Adaptée d’aprés Soyer et al. (2011).
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La thérapie ciblée est une véritable révolution dans le traitement des cancers et la recherche dans
ce domaine est actuellement tres active comme nous le verrons plus loin.
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3. DESCRIPTION DES ESSAIS CLINIQUES EN RECHERCHE
PHARMACEUTIQUE

Avant d’exposer les différents apports du chien domestique dans 1’élaboration de nouvelles
thérapies anticancereuses dans I’histoire de la recherche en cancérologie, il convient de décrire
comment se déroulent les essais cliniques et leurs différentes étapes (Mack, 2006 ; Vail, 2007 ;
dans le développement pharmaceutiqgue de nouveaux agents anticancéreux mais qu’il est aussi
intervenu a chaque phase du développement chez I’homme (Campone et Frenel, 2012 ; Khanna et al.,
2009). Ces essais cliniques en recherche et développement sont orchestres et contrdlés par la Food
and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis (Vail, 2007).

3.1. Définition

Un essai clinique, ou étude clinique, est une recherche biomédicale réalisée en thérapeutique
humaine en vue d’évaluer I’efficacité et la tolérance d’un nouveau traitement ou d’une méthode
diagnostique. L’essai peut se faire sur des volontaires sains ou malades. Il a plusieurs objectifs : la
mise sur le marché d’un nouveau médicament, la détermination des individus pour lesquels la
molécule est la plus efficace, la détermination de ses conditions optimales d’utilisation et de sa toxicité
(Gutierrez et al., 2009). 1l se divise quatre phases dont le passage successif est indispensable (figure
20) (Vail, 2007).

3.2. Les différentes phases d’un essai clinigue

3.2.1. Essai clinique de phase 1

Il s’agit de la premiére étape de développement du nouvel agent anticancéreux. Elle succede aux
études précliniques qui ont fourni les premieres données de pharmacocinétique, de pharmacodynamie,
d’efficacité et de toxicité sur les modeles animaux. Elle teste la molécule sur un petit échantillon (20 a
40 individus) de sujets sains. Au cours de cet essai, on définit les toxicités et la dose maximale toléree
(DMT). Celle-ci est la dose qu’il est recommandé d’utiliser pour la phase 2, tout simplement car
I’efficacité est liée a la toxicité pour les molécules cytotoxiques de par leur mécanisme d’action
(Gordon et Khanna, 2010). Cela n’est pas le cas pour les molécules a action ciblée comme nous en
discuterons ultérieurement. Cette étude sert aussi a etudier la pharmacocinétique (absorption,
distribution, métabolisme, élimination) et les actions pharmacologiques du médicament dans
I’organisme humain. L’activité et efficacité de la molécule sont aussi testées avant de passer en phase
2.
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3.2.2. Essai clinique de phase 2

La molécule est testée sur des individus malades exempts d’autres maladies (souvent moins de
500 patients), afin d’évaluer son efficacité. Sont recherchées les données préliminaires sur 1’efficacité
et les relations entre les doses administrées et les effets thérapeutiques observés. A 1’issue de cette
étude pilote, on doit avoir obtenu la dose optimale du médicament. C’est souvent a ce stade que 1’on
décide de continuer ou non les essais.

On étudie également une nouvelle fois I’innocuité, les effets secondaires et les réactions
indésirables. On optimise la forme pharmaceutique et on met au point le procéde de fabrication a
grande échelle.

Historiquement, le critére d’efficacité utilisé est le taux de réponse, c¢’est-a-dire la diminution de
taille de la tumeur. Mais les nouvelles molécules ont plutét une action cytostatique donc le critére
standard d’évaluation de la réponse qui dit qu’il faut 30 % de diminution de taille pour qu’on considere
qu’il y ait une réponse est a moduler ; il faut plut6t utiliser le temps de progression tumorale (TTP)
(Brown et al., 2011 ; Campone et Frenel, 2012 ; Vail, 2007).

3.2.3. Essai clinique de phase 3

Cette phase aussi appelée « étude pivot » est 1I’étude comparative d’efficacité proprement dite.
On compare le médicament avec un placebo ou avec le traitement de référence. On se pose tout
simplement la question de savoir si cette molécule est mieux que celles déja existantes. Les
échantillons sont de taille plus importante, avec des individus malades qui sont exempts d’autres
maladies. Ce sont souvent des études multicentriques contrdlées, randomisées et réalisées en double-
aveugle, grace a la coopération de plusieurs partenaires permettant de réunir un grand nombre de cas.
Sont déterminés la posologie et le mode d’administration, les rapports bénéfique-risque et colt-
bénéfice. C’est a I’issue de cette phase qu’est déposé le dossier d’autorisation de mise sur le marché
(AMM).

Il s’agit souvent d’études trés onéreuses. Leur financement peut étre public ou privé. Dans ce
dernier cas, ce sont les compagnies pharmaceutiques elles-mémes qui financent leurs essais.

3.2.4. Essai clinique de phase 4

La phase 4 correspond au suivi a long terme de la molécule déja mise sur le marché. Elle permet
de dépister les effets secondaires rares ou des complications tardives. Ce sont des essais qui
s’effectuent tout au long de la commercialisation du médicament.

3.2.5. Le concept des études preécliniques ou de phase 0

Elles précédent le cheminement traditionnel des essais cliniques décrits précédemment. 1l s’agit
d’un concept relativement récent, des études « preuve-de-concept » menées sur des modeles animaux
mammifeéres tels que la souris, le singe et le chien, avant les premiers essais chez ’homme. Elles
permettent d’acquérir les premieres connaissances sur la molécule. Ces essais de phase 0 sont assez
courts (d’une durée inférieure a une semaine) et utilisent de faibles doses de la molécule, néanmoins
suffisantes pour observer si elle a un effet réel sur sa cible thérapeutique présumee (Vail, 2007).
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On s’attache a développer des marqueurs biologiques capables d’évaluer 1’effet de la molécule
sur sa cible. Sont menées des études de pharmacocinétique, de pharmacodynamie et de toxicologie sur
un nombre important de prélévements que ce soit des piéces de tumeurs, du sang ou de 1’urine
(Kinders et al., 2007 ; Kummar et al., 2008). A la suite de cette premiére expérience on peut déja
décider si la molécule mérite de plus amples investigations chez ’homme ou non (Kummar et al.,
2008 ; Vail, 2007). C’est la prise de décision « go, no go ».

L’avantage de ces études de phase 0 est qu’clles nécessitent moins d’informations que les essais
de phase 1. Une faible quantité de molécule est utilisée, avec peu d’effets secondaires, sur un faible
nombre de sujets et sur une courte période (Kinders et al., 2007).

Figure 20 : Les différentes phases d'un essai clinique. Adaptée d’aprés Campone et Frenel (2012).
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3.3. Problématigue des molécules a action ciblée dans les essais cliniques
conventionnels

Ce systeme traditionnel des essais cliniques montre une certaine force et a beaucoup servi.
Cependant il est petit a petit remis en question avec les nouveaux agents anticancéreux que sont les
molécules a action ciblée qui ont un fonctionnement différent (Gordon et Khanna, 2010 ; Kummar et
al., 2006). Ceci est d’autant plus génant que ces agents représentent aujourd’hui environ 40 % des
molécules anti-cancéreuses actuellement en développement et ce chiffre ne va qu’augmenter compte
tenu de I’engouement actuel pour ces dernieres.

Comme indiqué précédemment, elles peuvent avoir une action cytostatique ou cytotoxique. Elles
ont une fenétre thérapeutique étendue car le mécanisme d’action de leur effet thérapeutique est bien
souvent différent du mécanisme d’action de leur effet toxique. Il arrive souvent que les trois premiéres

phases ne fournissent méme pas I’information sur 1’utilisation optimale de la nouvelle molécule
(Kummar et al., 2008).

Des changements dans I’approche des essais cliniques ont été entrepris par rapport aux essais
cliniques conventionnels. C’est surtout le cas pour les phases 1 et 2 des essais cliniques. En effet, on
envisage bien que la détermination de la dose a utiliser pour la phase 2, ainsi que la mise en évidence
de I’activité et de I’efficacité, vont étre différentes (Kummar et al., 2006). Ainsi, la dose définie en
phase 1 n’est plus la MTD mais la dose biologique optimale ou BOD (Kummar et al., 2006).

En ce qui concerne les essais en phase 2, la tache réside dans 1’objectivation de 1’efficacité de la
molécule sur la tumeur. En effet, leur caractére souvent cytostatique fait que 1’on ne peut plus prendre
la réduction de la taille de la tumeur comme critére d’efficacité. On se concentre sur d’autres criteres
biologiques comme la « stabilisation de la maladie ». Il y a la aussi un intérét important a déterminer
des marqueurs biologiques d’activité et la pharmaco-génomique du mécanisme d’action de la
molécule ; cela demande souvent de les établir dans des essais précliniques et des analyses
supplémentaires au plan moléculaire (Withrow et al., 2012).

Par ailleurs, ces molécules peuvent étre peu efficaces en monothérapie mais prendre tout leur
intérét en thérapie combinée. Ceci n’est pas pris en compte dans les phases 3. De méme, la plupart de
ces agents s’illustrent pour leurs effets pendant la maladie résiduelle, c’est-a-dire ce qu’il reste du
cancer apres le traitement initial quand la tumeur n’est plus visible ; ceci n’est pas non plus pris en
compte dans les essais conventionnels.

11 apparait alors qu’il est nécessaire de faire une sélection des patients pour tester ces agents a
action ciblée, puisqu’il est trés probable qu’ils ne vont servir qu’a une sous-population de malades
correspondant & son spectre d’activité (par exemple la présence d’une mutation spécifique sur tel
exon). Des débats sont en cours pour définir la meilleure stratégie pour développer ces nouveaux
agents ou 1’association entre efficacité et toxicité est moins importante qu’avec la chimiothérapie
cytotoxique classique. Une approche possible serait de réaliser une phase 1 dédiée a la cible
moléculaire ou bien d’enrichir la cohorte d’une population présentant 1’anomalie moléculaire
(Campone et Frenel, 2012). Quoiqu’il en soit, ces molécules illustrent bien la nécessité d’avoir de
meilleurs modeles plus prédictifs (Kummar et al., 2006).
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3.4. Le lexique pour décrire ’efficacité d’un agent anticancéreux

De nombreux termes sont utilisés pour décrire I’efficacité d’un agent anticancéreux sur une
tumeur. Avant de décrire les études et essais cliniques chez le chien en terme d’oncologie comparée, il
est necessaire de définir certains termes. Des critéres ont été définis par 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS). On les appelle criteres RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)
(Eisenhauer et al., 2009).

La réponse objective est une réponse complete ou partielle au traitement. Une réponse compléte
est synonyme de disparition des signes de la maladie évalués a au moins trois semaines d’intervalle.
Une réponse partielle est synonyme de réduction supérieure a 30 % de la somme des diamétres les plus
longs des lésions cibles mesurées a au moins trois semaines d’intervalle. Une maladie est qualifiée de
stable lorsqu’elle ne progresse pas. La progression de la maladie se définit par une augmentation d’au
moins 20 % de la somme des diametres des lésions cibles, de la progression de Iésions non cibles ou de
I’apparition de nouvelles lésions. Une maladie contrdlée englobe une réponse compléte, partielle ou
une maladie stable. La maladie est qualifiée de progressive lorsqu’elle n’est pas controlée. L’activité
biologique est définie par le pourcentage de patients ayant eu une réponse (compléte ou partielle) au
traitement et ceux chez lesquels la maladie est stable.

Les criteres RECIST sont peu pertinents pour les molécules cytostatiques. 1l est utilisé dans ce

cas le temps de progression correspondant a la durée entre le 1% jour de traitement et le jour ou la
maladie progresse.
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4. LES APPORTS DU CHIEN DOMESTIQUE DANS LE
DEVEL OPPEMENT DES THERAPIES ANTICANCEREUSES

Cette sous-partie rappellera les différents apports qu’a pu avoir le chien domestique dans
I’¢laboration de nouveaux traitements pour le cancer, que ce soit pour leur création, 1’évaluation de
leur performance (efficacité ou innocuité par exemple) mais aussi pour le perfectionnement
d’approches thérapeutiques déja existantes.

4.1. Trois grandes phases historiques de I’apport du chien pour la thérapie
anticancereuse

De nombreuses revues font état de grandes découvertes sur le cancer a partir de la recherche sur
le chien (Gordon et Khanna, 2010 ; Paoloni et Khanna, 2008 ; Porrello et al., 2006 ; Vail et MacEwen,
2000). Historiqguement, I’utilisation du chien domestique comme modéle pour le cancer peut étre
découpée en trois grandes périodes (Paoloni et Khanna, 2008). Au départ, les études étaient purement
observationnelles. La liste des exemples donnés pour illustrer ces périodes est non exhaustive.

4.1.1. Période 1 : phase descriptive

Il s’agissait d’une premiére phase descriptive au cours de laquelle le chien servait de modele
pour les interventions thérapeutiques et chirurgicales compte tenu de la similitude de taille, d’anatomie
et d’histologie avec ’homme :

- développement de protocoles de greffe de moelle osseuse (Storb et al., 1967 ; Tsoi et al.,
1974),

- ¢évaluation précoce de I’'immunothérapie comme 1’utilisation de Corynebacterium parvum
ou de vaccins anti-cancéreux (Balch et al., 1982 ; Benjamini et al., 1976 ; Gal, 2000 ;
MacEwen et al., 1986 ; Theilen et al., 1977),

- développement de techniques chirurgicales pour éviter I’amputation pour les enfants atteints
d’ostéosarcome (S M LaRue et al., 1989 ; Withrow et al., 1993),

- ¢évaluation de I’efficacité et de I’innocuité du traitement par hyperthermie pour les tumeurs
hétérogenes (Dewhirst, 1989 ; Gillette et al., 1992 ; Vail et MacEwen, 2000).

4.1.2. Période 2 : définition de I’activité de certains agents

Il s’agissait de la deuxiéme période au cours de laquelle le chien était utilisé pour définir
I’activité des agents thérapeutiques, au depart lorsque la maladie était présente, puis lors de la maladie
résiduelle :

- développement d’approches par inhalation (aérosolthérapie) de cytokines ou de molécules
de chimiothérapie pour traiter les métastases pulmonaires. (Hershey et al., 1999 ; Khanna et
al., 1997a, 1997b, 1996),
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- evaluation du L-MTP-PE comme thérapie adjuvante lors d’ostéosarcome pédiatrique
(Kurzman et al., 1995 ; MacEwen et al., 1994).

4.1.3. Période 3 : période actuelle

La période actuelle consacre I’utilisation du chien pour des études de biologie poussées dans le
but de déterminer des criteres de pharmacocinétique et de pharmacodynamie de molécules
anticancéreuses en voie de développement :

- recherche de la toxicité, de 1’activité, de la pharmacocinétique et pharmacodynamie lors de
tests d’inhibition de récepteurs tyrosine kinases dans les tumeurs canines présentant un allele
KIT muté (London et al., 2003 ; Pryer et al., 2003),

- évaluation d’une approche vaccinale (vaccin a ADN) pour le mélanome canin afin
d’effectuer un éventuel transfert de connaissance chez les patients humains (Bergman et al.,
2006, 2003 ; Liao et al., 2006),

- evaluation de l’activit¢ du pamoate d’octréotide en combinaison du carboplatine sur
I’ostéosarcome canin (Khanna et al., 2002),

- évaluation de ’efficacité d’approches anti-angiogéniques avec la molécule thrombospondin-
1 (Rusk et al., 2006a, 2006b),

- essai clinique de phase 1 pour I’administration systémique d’un agent pathogéne
(Salmonella typhimurium) atténué ciblant la tumeur sur des chiens avec des cancers
spontanés (Thamm et al., 2005).

4.2. Le premier apport historigue du chien avec le perfectionnement des
protocoles de greffe de moelle osseuse

Une des premieres démonstrations des cancers canins en tant que modele remonte déja a plus de
40 ans avec les travaux cherchant a établir un protocole fiable et sir pour les greffes de moelle
osseuses, chez des patients atteints de leucémies aigués ou de lymphomes (Ladiges et al., 1990 ;
Paoloni et Khanna, 2008 ; Ranieri et al., 2013a).

4.2.1. Les premiers essais chez le chien

Les premiers essais chez le chien ont été menés au début des années 1960 lorsque Thomas et ses
collaborateurs ont réussi la premiére transplantation allogénique chez le chien (Thomas et al., 1962).
On percevait déja I’idée qu’un traitement immunosuppresseur pouvait aider a la prise de la greffe.

A la suite de cela, Storb a utilisé le modéle canin pour optimiser les protocoles de greffe de
moelle osseuse et pour limiter la maladie du greffon contre 1’h6te (Storb et al., 1967). 11 s’agit d’une
des premiéres causes d’échec lors de greffe de moelle osseuse : ce sont les cellules greffées du
donneur, celles qui vont produire le nouveau systéeme immunitaire du malade receveur, qui attaquent
les tissus de ce dernier car percus comme du « non-soi ». On 1’écrit aussi GVHD (Graft Versus Host
Disease). Elle peut survenir méme quand tous les critéres de compatibilités dépendants des complexes
majeurs et mineurs d histocompatibilité (HLA) sont remplis.
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Dans cette étude, on testait I’efficacité d’une transplantation de moelle osseuse pour reconstituer
I’activité hématopoiétique sur des chiens subissant une irradiation du corps entier. Pour cela, les
chercheurs ont prélevé des cellules souches hématopoiétiques chez des chiens donneurs par la
technique de leucaphérese permettant de prélever dans le sang circulant les leucocytes du donneur par
une circulation extracorporelle (il s’agit de I’aphérése’ des leucocytes). Cette technique permettait de
déterminer le nombre et le type de cellules transférées au receveur tout en évitant le contact entre le
donneur et les antigénes du receveur comme c’était le cas avec 1’ancienne technique de circulation
sanguine croisée. Des administrations quotidiennes de leucocytes étaient faites suite a 1’irradiation de
telle sorte que chaque individu recevait environ 100.10° globules blancs du donneur. Deux groupes de
receveurs étaient créés, un recevant également un traitement immunosuppressif aprés I’irradiation
(méthotrexate), I’autre non. La restauration de la moelle osseuse était visible au bout de sept jours
post-irradiation sur des prélevements histologiques ; au bout de 10 jours le sang périphérique contenait
déja des leucocytes et plaquettes nouvellement formés. On apprenait grace a cette expérience qu’un
nombre minimum de 100.10° leucocytes transplantés était nécessaire pour avoir une restauration de
I’hématopoiese. De plus, le traitement immunosuppresseur associeé a la greffe allogénique semblait
atténuer les effets secondaires comme la maladie de greffon contre 1’hote puisque le groupe recevant le
méthotrexate avait un temps de survie moyen plus-élevé que ceux ne le recevant pas (16,8 jours contre
7,8 jours respectivement) (Storb et al., 1967). Néanmoing, ces temps de survie restaient tout de méme
tres faibles.

Les résultats étaient encourageants puisqu’ils indiquaient que la fonction d’hématopoicse avait
la possibilité d’étre restaurée chez des chiens ayant été préalablement entierement irradiés, grace a la
transplantation allogénique de cellules hématopoiétiques progénitrices provenant du sang périphérique
du donneur. Il s’agissait déja d’une étape importante dans le perfectionnement des greffes de moelle
osseuse (Ranieri et al., 2013a).

Quelques années plus tard, des essais étaient menés sur des chiens atteints de lymphosarcomes
spontanés (lymphomes non-hodgkiniens et leucémies). Les auteurs ont évalué les effets sur la survie
d’une transplantation allogénique de moelle osseuse suite a une irradiation du corps entier avec une
chimiothérapie immunosuppressive (Epstein et al., 1971). Malgré la forte mortalité précoce due aux
effets de I’irradiation, les chiens cancéreux qui passaient le premier cap décisif des sept jours voyaient
leur numération en globules blancs augmenter grace a la réussite de la greffe. Le traitement
immunosuppresseur (cyclophosphamide ou L-asparaginase selon les cas) améliorait le temps de survie.
On émettait déja 1’idée que les résultats thérapeutiques seraient beaucoup plus significatifs si la
transplantation était tentée plus tot dans I’avancement de la maladie.

Puis, d’autres études sur le lymphome non-hodgkinien canin se sont intéressées a la technique de
la greffe autologue (Appelbaum et al., 1985 ; Weiden et al., 1975).

On voyait bien a 1’époque I’apport translationnel que procuraient les lymphomes non-
hodgkiniens et leucémies spontanés chez le chien domestique pour optimiser les transplantations de
moelle osseuse dans le cadre du traitement des tumeurs hématopoiétiques chez 1’homme.

! Aphérése : technique de prélévement de certains composants sanguins par circulation extracorporelle. Les
composants que l'on souhaite prélever sont séparés par centrifugation et extraits, tandis que les composants non prélevés
sont réinjectés au donneur (de sang) ou au patient (aphérése thérapeutique).
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4.2.2. Les progrés chez ’homme grace au chien

C’est dés le début des années 1970 que le professeur Thomas aux Etats-Unis a réalisé les
premicres greffes d’abord chez des patients leucémiques en phase terminale, puis en 1974 chez des
patients leucémiques en rémission complete (Hardy et Ikpeazu, 1989). C’est en se basant sur ses
recherches chez le chien que Thomas a réussi en 1969 sa premicre transplantation de moelle d’un
donneur apparenté pour traiter une leucémie (Thomas et al., 1969).

Sur la base de toutes ces connaissances acquises chez le chien a été créée en 1969 I’équipe de
greffe de moelle osseuse de Seattle (Etats-Unis) pour le traitement des anémies aplasiques et des
leucemies de dernier stade chez les patients humains (Thomas, 1977).

En 1977 a lieu la premiere autogreffe de moelle osseuse dans le traitement des leucémies aigués,
c’était alors une premiere mondiale. Elle a été menée le 10 février 1977 a I’hopital Saint-Antoine
(France) par le Dr Norbert Gorin et 1’équipe du Pr Gérard Duhamel chez un patient atteint de leucémie
aigué récidivante (Gorin et al., 1977). En détail, il s’agissait d’une greffe de la propre moelle osseuse
du patient, prélevee et congelée des mois auparavant, a laquelle on a fait subir différents traitements.
Cette premiére mondiale publiée dans The Lancet a changé le devenir de dizaines de milliers de
malades atteints de leucémies aigués myéloblastiques, mais aussi de certains types de lymphomes et
myélomes.

La difficult¢ de I’autogreffe résidait dans I’obtention d’une moelle osseuse « propre » et sa
préparation était difficile. La congélation était risquée mais Gorin a réussi au NCI a mettre au point
une technique de congélation basée sur un processus de refroidissement progressif de la moelle couplé
a ’utilisation d’un solvant, d’abord chez le chien puis chez I’homme. Le greffon prélevé était traité
avec une molécule cytotoxique (cyclophosphamide) pour le purger des cellules tumorales en laissant
substituer les cellules saines.

En resumé, le chien a été un modéle majeur pour les techniques d’irradiation du corps entier, de
leucaphérese, de transplantations de moelle osseuse et de lutte contre la maladie du greffon contre
I’hote. Plus particulierement, les chiens avec des lymphomes non-hodgkiniens spontanés ont été
utilisés pour étudier les paramétres cliniques nécessaires pour I’application des techniques de greffe
autologue en combinaison de radiations a haute dose ou d’une chimiothérapie chez I’homme (Ladiges
etal., 1990).
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4.3. Le chien modéle pour optimisation des techniqgues de chirurgie

4.3.1. Principe

Les similitudes anatomiques ont conduit les chercheurs et chirurgiens a s’intéresser a
I’ostéosarcome spontané de nos chiens domestiques pour perfectionner des techniques chirurgicales,
voire en essayer, afin d’éviter la finalité catastrophique de 1’amputation du membre en cas
d’ostéosarcome appendiculaire, notamment chez ’enfant (Paoloni et Khanna, 2008). Ce sont les
méthodes de conservation du membre. Ces méthodes chirurgicales ont pour but de préserver au
maximum la mobilité et la fonctionnalité du membre aprés le retrait de la tumeur. Bien qu’elles ne
prolongent pas 1’espérance de vie par rapport a I’amputation, 1’appui est conservé car la perte de
substance produite lors du retrait de la tumeur est comblée par une substance autologue ou exogéne.
C’est grace a I’apparition de la chimiothérapie néo-adjuvante, qui permettait de réduire la taille de la
masse tumorale, que 1’idée de conserver le membre est devenue possible et pertinente (Withrow et
Wilkins, 2010). Différentes études chez le chien domestique ont permis de grandes avancées et ont
teste ces méthodes ces 25 dernieres années.

4.3.2. Deux grandes approches : matériel exogéne ou endogéne

Il existe des techniques basées sur un apport de matériel exogene comme des allogreffes ou des
endoprothéses métalliques qui remplacent le déficit osseux créé par I’exérése tumorale. Elles sont
relativement simples mais nécessitent de disposer d’une gamme de prothéses dont le coit est trés élevé
ou bien d’une banque d’os dont I’entretien est difficile. Enfin les complications, infections en
particulier, ne sont pas rares. Il existe par ailleurs des techniques reposant sur I’emploi de matériel
endogéne, ou autologue, comme les autogreffes vascularisées ou les segments d’os tumoraux
pasteurisés (Juillard, 2010).

4.3.3. Les études sur I’ostéosarcome canin et transfert de connaissances

Une étude pilote a été menée sur 20 chiens avec un ostéosarcome appendiculaires traités avec
différents protocoles multimodaux dans le but de conserver le membre touché (LaRue et al., 1989).
L’objectif de cette étude était surtout d’évaluer la faisabilité de la conservation du membre. Le critére
d’inclusion était des chiens sans signes de métastases et une masse tumorale inférieure a 50 % de la
longueur totale de 1’os touché. Ces protocoles comprenaient une chimiothérapie a base de cisplatine
par voie intra-artérielle ou par voie intraveineuse, une radiothérapie a différentes doses puis une
chirurgie de conservation du membre. Les techniques chirurgicales proposées étaient 1’utilisation
d’une allogreffe ou d’une plaque métallique, associée a une arthrodése. Les critéres biologiques
paramétrés étaient : la fonction de locomotion, la cicatrisation de I’allogreffe, le controle local de la
tumeur et la dissémination métastatique. Quel que f{t le protocole utilisé, la fonction locomotrice était
jugée bonne a excellente pour 69 % (11 sur 16) des chiens, le contrdle local de la tumeur était de 79 %
(11 sur 14), et la survie moyenne était estimée a 12 mois.

Puis Withrow et ses collaborateurs ont recherché avec un protocole similaire des données plus
précises sur la dose a fournir pendant la radiothérapie précédant la chirurgie pour obtenir un
pourcentage de nécrose tumorale satisfaisant (Withrow et al., 1993).

Sur la base de ces résultats chez le chien, ces protocoles ont été entrepris chez 1’homme (Choong
et Sim, 1997 ; Weis, 1999), bien que la meilleure méthode de traitement de la tumeur avant la
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chirurgie n’ait pas pu étre trouvée. Une étude en 2000 a d’ailleurs montré que dans le cas d’un
ostéosarcome appendiculaire non métastase, il est possible de guérir plus de 60 % des patients dont
plus de 80% en se passant de I’amputation (Bacci et al., 2000).

Enfin, une autre étude chez le chien a montré les bons résultats auxquels on pouvait s’attendre
avec des autogreffes pasteurisées (Morello et al., 2003).

En conclusion, la prévalence plus importante de 1’ostéosarcome chez le chien domestique fait de
ce dernier un bon modéle dans le développement des techniques de conservation du membre chez
I’homme. Outre I’aspect chirurgical, 1’ostéosarcome du chien est utilisé a de nombreuses reprises pour
développer de nouvelles thérapies chez son homologue humain (Withrow et Khanna, 2009 ; Withrow
et Wilkins, 2010).

Figure 21 : Partie distale du radius d'un chien atteint d'ostéosarcome appendiculaire aprés mise en
place d'une allogreffe. A gauche la vue per-opératoire. A droite la radiographie post-opératoire. Les fléches noires
indiquent les extrémités de 1’allogreffe. Adaptée d’apres Juillard (2010).
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4.4, 1apport du chien domestique dans le développement de nouveaux
inhibiteurs de tyrosine kinases chez ’homme

C’est ici que I’intérét translationnel des mutations du géne KIT dans les cancers chez les chiens
et ’homme va prendre tout son sens. Ces désordres génétiques communs autorisent 1’emploi des
mémes molécules, ciblant KIT dans ce cas précis, entre les deux especes. Comme indiqué
préecédemment, les ITK (inhibiteurs de tyrosine kinases) sont des molécules a action ciblée. Leur voie
de développement passe d’abord par ’homme puis chez le chien dans la grande majorité des cas.
Cependant, dans un petit nombre de cas, certaines molécules ont été testées dans les cancers canins
puis ont été transférées pour la recherche en médecine humaine.

4.4.1. Les récepteurs a activité tyrosine kinase
4.4.1.1. Qu’est-ce qu’une protéine tyrosine kinase ?

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) sont un groupe important de récepteurs a la surface
cellulaire qui entrainent la prolifération, la différenciation ou la survie cellulaire apres leur stimulation
par un ligand se fixant sur leur domaine extracellulaire. Cette fixation induit une activité enzymatique
qui consiste a transférer un groupement phosphate d’une molécule d’ATP sur un résidu tyrosine,
entrainant un changement de conformation de la protéine puis une autophosphorylation, ce qui modifie
son activité. En somme, une cascade de phosphorylation est générée allant de la surface cellulaire
jusqu’au noyau ou I’expression de nombreux genes est modifiée ; ¢’est une activité de transduction de
signaux. La phosphorylation dépend de I’ATP qui se trouve étre une cible thérapeutique des
inhibiteurs de tyrosine kinases (Morgant, 2011).

Leur structure relativement simple se définit par une partie extracellulaire ou se fixe un ligand
spécifique, une partie transmembranaire qui permet 1’ancrage de la protéine a la cellule, une partie
cytoplasmique contenant un domaine juxtamembranaire impliqué dans la régulation négative de la
protéine et un domaine kinase ou se fixe la molécule d’ATP (Morgant, 2011).

Ces récepteurs sont classés en plusieurs types en fonction de leur structure dont le détail ne sera
pas relaté ici. Il existe par exemple les protéines FGFR, VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3, etc.

4.4.1.2. Implication de ces récepteurs lors de cancers

Une fonction altérée de ces RTK est impliquée dans de nombreux cancers chez ’homme et chez
le chien (Blackwood et al., 2012 ; Morgant, 2011 ; Ranieri et al., 2013a, 2013b). Cette dysfonction
peut se faire par plusieurs mécanismes comme : une surexpression, une mutation, une translocation
chromosomique, une activation autocrine. Dans ces cas-la, le ligand n’est plus nécessaire et le
récepteur est constitutivement activé, c’est-a-dire activé en permanence. C’est ce qui est a I’origine de
cancers. Par ailleurs, ils interviennent dans I’angiogenése et la progression métastatique (Khanna et
Gordon, 2009).
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4.4.1.3. Le blocage des récepteurs tyrosine kinase

Le blocage des RKT peut se faire grace a la thérapie ciblée décrite précédemment, grace a des
inhibiteurs compétitifs de I’ATP ou par inhibition du ligand. Ce sont les inhibiteurs de tyrosine
kinases.

4.4.1.4. Les inhibiteurs de tyrosine kinase développés jusqu’a maintenant chez
I’homme et le chien

Les inhibiteurs de tyrosine kinases ont connu un développement majeur dans les années 2000.
L’un des premiers ITK a recevoir I’approbation par la FDA a été I’imatinib (Gleevec®) pour le
traitement de la leucémie myéloide chronique chez I’homme. Il a été distribué par le laboratoire
Novartis. 1l fut ensuite approuvé en 2008 pour le traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales
malignes métastatiques ou non opérables (Cohen et al., 2002 ; Druker et Lydon, 2000 ; Marech et al.,
2014). Il cible notamment les protéines KIT, PDGFR et BCR-AbI ce qui lui conféere son efficacité sur
les CML. Puis les années suivantes d’autres ITK ont vu le jour comme le dasatinib (Sprycel®, Bristol-
Myers Squibb), le nilotinib (Tasigna®, Novartis), le sorafenib (Nexavar®, Bayer Santé) ou le sunitinib
(Sutent®, Pfizer).

En cancérologie canine, deux ITK ont actuellement une AMM. On retrouve le masitinib
(Masivet®, AB Science) développé en 2008 et le toceranib (Palladia®, Pfizer) développé en 2009
(Morgant, 2011). Leur utilisation sera detaillée plus loin.

Le tableau 5 est un tableau simplifié des différents ITK actuellement sur le marché en
cancérologie humaine et canine. Des tableaux de comparaison plus détaillés sont fournis en annexes 3
et 4.

4.4.1.5. Implication de la protéine KIT dans les cancers

Le géne KIT code pour le RTK KIT. Il est découvert en tant qu’oncogéne porté par le virus du
sarcome félin de Hardy-Zuckerman 4 qui induit chez les chats infectés des fibrosarcomes
multicentriques. Le ligand de KIT est le Stem Cell Factor (SCF) qui est un facteur de croissance
essentiel pour le déroulement normal de I’hématopoic¢se, la croissance des mastocytes et des
mélanocytes (Ranieri et al., 2013b).

La dérégulation du géene KIT par diverses mutations activatrices est impliquée dans un nombre
non négligeable de cancers chez I’homme incluant : la mastocytose systémique (Gotlib, 2006), la
leucémie myéloide aigué (Advani, 2005) ou les GIST (Lasota et Miettinen, 2006). De méme, chez le
chien, KIT est impliguée dans les mastocytomes dans lesquels elle est bien étudié (London et al., 1999
; Webster et al., 2006) mais aussi dans les GIST (Gregory-Bryson et al., 2010), les tumeurs
mammaires (Ranieri et al., 2013b) et d’autres tumeurs solides (Fort, 2007 ; Marech et al., 2014).

Pour exemple, des études ont montré chez I’homme que 100 % des patients présentant une
mastocytose avec des complications hématologiques avaient une méme mutation dans le gene KIT, en
I’occurrence une substitution d’un acide aminé aspartate en acide aminé valine. Une autre étude
montrait que 52 % des chiens présentant une GIST exprimaient la protéine KIT en trop grande quantité
(Morgant, 2011).
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Nous verrons prochainement le rdle central qu’a tenu la protéine KIT dans le développement des

ITK au sein des études translationnelles entre le chien et ’homme.

Tableau 5 : Tableau simplifié et non exhaustif des différents inhibiteurs de tyrosine kinases ayant

une autorisation de mise sur le marché chez I'homme et chez le chien. GIST : tumeur stromale gastro-

intestinale. Adapté d’aprés Morgant (2011).

Molecules | Societe Domaine Domaine Annee Indications
développé | enregistré | d” istrement istrées
Imatimb Novartis Humamn _I'l‘% %i BT i
chromque, GIST
Gefinmuib Astra Humaimn Humain 2003 Cancer bronchique
zeneca non a petites
e cellules métastase
Erlotmb | Genentech | Humam Humamn 2004 Cancer bronchique
! roche non a petites
cellules. Cancer du
pancreas metastase
Sorafemb Bayer Humain Humam 2005 Cancer du rein,
Carcinome
I _ bepatocellulare
Dasatiub BMS Humain Humamn 2006 Leucenue myeloide
chom‘ m» -
Leucénue
lympboblastque
augue
Sunitimib Pfizer Humain Humain 2006 Cancer du rein,
GIST
[ Lopatimb | GSK_ | Human Humain 2007 Cancer du sein
Nilonmb | Novartis Humain Humain 2007 Leucémie myéloide
AN chronique
Masitimb AB Humamn et | Veétennare 2008 Mastocytome
i A Véténi
Toceramb Vetennare | Vétennawe 2009 Mastocytome
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4.4.2. Le mastocytome canin

L’incidence forte des mastocytomes chez le chien a fourni une bonne opportunité d’étudier les
stratégies thérapeutiques ciblant les cancers dépendant de I’activité de KIT, comme les ITK pour les
mastocytomes, qui ont ensuite été transférées pour traiter les GIST humaines (London et al., 1996 ;
Paoloni et Khanna, 2008 ; Pryer et al., 2003) et toutes les autres tumeurs sous la dépendance de cet
oncogene KIT.

Les mastocytomes canins fournissent un terrain d’étude de choix pour analyser les consequences
fonctionnelles d’un gene KIT défectueux, ainsi que la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des
ITK indépendamment de la nature histologique de la tumeur. Ces relations seraient extrémement
difficiles a mettre en évidence dans les essais cliniques chez I’homme. Par ailleurs, I’ensemble de ces
études ont fourni et fourniront des informations sur la toxicité de ces agents, en observant leur effet sur
le mastocytome canin.

Enfin les mastocytomes canins résistants a la monothérapie par ITK sont utiles pour déterminer

une nouvelle stratégie d’attaque des cancers humains avec des résistances acquises similaires (Paoloni
et Khanna, 2008).

4.4.3. Les inhibiteurs de tyrosine kinases en cancérologie vétérinaire et leur apport
pour la cancérologie humaine

4.4.3.1. Le Masivet® et son apport pour la cancérologie humaine

4.4.3.1.1. Des résultats et une activité trés concluants chez le chien

Le Masivet® ou mésylate de masitinib (aussi nommé AB1010) est le premier agent
anticancéreux Vvétérinaire commercialisé. Il a obtenu ’AMM en 2008 pour le traitement des
mastocytomes cutanés de grades 2 ou 3, non opérables ou récidivants apres la chirurgie, non
métastasés et avec une mutation du géne KIT, a la dose quotidienne de 12,5 mg/kg par voie orale
(Hahn et al., 2008). C’est le laboratoire AB Science qui commenca sa commercialisation en 2009.

Il s’agit d’une molécule de type phenylaminothiazole qui cible principalement la protéine KIT
mais aussi PDGFR, VEGFR, Lck, Lyn, FGFR3 et FAK (Dubreuil et al., 2009 ; Marech et al., 2014).

Une étude réalisée en 2008 sur 202 chiens a établi I’efficacité du masitinib sur le mastocytome
canin (Hahn et al., 2008). 1I s’agissait d’un essai clinique de phase 3 en double-aveugle, randomise et
contrdlé par placebo. Le TTP du masitinib était nettement supérieur au placebo (respectivement 118
jours contre 75 jours) avec une différence significative (p=0,038) et cet effet était d’autant plus
prononcé quand le masitinib était utilisé en premiére intention. De méme, les taux de survie a 12 mois
et 24 mois étaient nettement augmentés avec le masitinib : le taux de survie a 12 mois de 62,1 % (59
chiens sur 95 au total) pour le masitinib contre 36 % (9 chiens sur 25 au total) pour le placebo. Par
ailleurs, il était intéressant de remarquer que le masitinib retardait la progression de la tumeur quel que
soit son statut pour KIT (muté ou non), ce qui s’expliquait par une affinité de la molécule pour la forme
sauvage de KIT également. Une donnée intéressante de cette étude est que le simple contr6le de la
tumeur (maladie stable) permet d’augmenter le temps de survie du patient.

En outre, le Masivet® dispose d’une action antiproliférative principalement en inhibant I’activité
pro-angiogenique du PDGFR et d’un effet chimio-sensibilisateur. C’est sur la base de ces bons
résultats sur le mastocytome canin que le masitinib a suscité un grand intérét pour des essais cliniques
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dans de nombreux cancers chez I’lhomme comme les GIST, la mastocytose, le cancer pancréatique, la
leucémie myéloide aigué, le myélome multiple, le cancer du poumon, le mélanome, le cancer
prostatique et ovarien (Hahn et al., 2008 ; Le Cesne et al., 2010 ; Mitry et al., 2010 ; Ranieri et al.,
2013b).

L’AB1010 était alors souvent comparé a I’imatinib. Par bien des points il s’avérait plus
intéressant. De plus, ces deux agents présentent une toxicité globalement similaire avec principalement
une toxicité gastro-intestinale se manifestant par des nausées et des vomissements.

On observait et on observe encore un véritable désir de transfert du mésylate de masitinib du
chien a I’lhomme (Marech et al., 2014).

4.4.3.1.2. Les essais du mésylate de masitinib dans les cancers de /’homme

L’AB1010 fait I’objet de plusieurs essais de phase 3 pour de nombreux cancers de I’homme
(Marech et al., 2014).

Tout d’abord, le masitinib a été testé in vitro et in vivo chez I’homme (Dubreuil et al., 2009).
L’étude de Dubreuil montrait une meilleure activité et affinité du masitinib envers la protéine KIT que
I’imatinib. L’auteur concluait que cette meilleure sélectivité prouvait que le masitinib avait un meilleur
profil d’innocuité et qu’il était donc moins toxique, notamment en ce qui concerne la cardiotoxicité et
la génotoxicité. Cette étude montrait alors la supériorité du masitinib sur I’imatinib pour les tumeurs
dépendantes de la dérégulation du gene KIT.

Puis, le premier essai clinique de phase 1 s’est terminé en 2009. Il s’agissait d’un essai
multicentrique, non randomisé et ouvert, recherchant la dose recommandée du masitinib sur 40
patients avec différentes tumeurs solides a des stades avancés, principalement des GIST (47,5 % des
patients). L’ensemble des patients exprimaient le récepteur KIT et recevaient un traitement oral de
masitinib a différentes doses pendant 12 semaines. La dose de 12 mg/kg par jour était considérée
comme la dose la plus appropriée pour un traitement a long terme, avec un profil d’innocuité
satisfaisant. Avec ce traitement, 29 % des patients atteints d’'une GIST résistante a I’imatinib et 38 %
de I’ensemble de 1’échantillon ont présenté une maladie stable. Le masitinib montrait alors des
résultats trés prometteurs sur les tumeurs solides, notamment les GIST exprimant une mutation du
géne KIT, pour le controle tumoral des patients résistants a 1’imatinib (Soria et al., 2009).

Ensuite, un essai de phase 2 analysait 1’efficacité du masitinib (a la dose de 7,5 mg/kg par jour en
deux prises quotidiennes) chez 30 patients naifs (n’ayant pas subi d’autres traitements jusqu’a présent)
avec des GIST localement étendus ou métastatiques exprimant le récepteur KIT. Aprés deux mois de
traitement, la maladie était contr6lée chez 96,7 % des patients (1/30 patient avec une réponse
complete, 15/30 patients avec une réponse partielle, 13/30 patients avec une maladie stable). Le taux
de survie a trois ans était estimé a 89,9 % [71,8 ; 96,6] (Le Cesne et al., 2010).

Un autre essai de phase 2 montrait aussi I’efficacité du masitinib en tant que traitement de
premiere ligne pour les GIST avec des stades avancés, bien que les résultats fussent comparables avec
I’imatinib en terme d’innocuité et de réponse au traitement (Blay et al., 2011). Quoiqu’il en soit, le
masitinib était un bon candidat pour des essais cliniques de phase 3 (LE FIGARO. AB Science:
poursuite de I'étude de phase 3 du masitinib. [En ligne]. (Mise a jour le 30/09/2014).
[http://bourse.lefigaro.fr/indices-actions/actu-conseils/ab-science-poursuite=de-Il-etude-de-phase-3-du-
masitinib-2221489]. (Consuité le 3/10/2014).).
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Par ailleurs, méme si le Gleevec® (imatinib) a prouvé son efficacité sur les GIST malignes,
métastatiques ou non opérables pour lesquelles il est le traitement de référence, des résistances peuvent
apparaitre. Les chercheurs se sont donc intéresses a mettre au point un traitement de seconde intention
en cas de GIST résistantes a 1’imatinib. C’est ainsi que le masitinib est rentré dans des essais pour
traiter les GIST avancés en cas d’échec de I’imatinib. Une étude de phase 2 randomisée s’est donc
attachée a comparer le masitinib et le sunitinib (Sutent®) chez 44 patients. Le Sutent® est un ITK
développé depuis 2006 par Pfizer pour traiter les GIST métastatiques résistantes a 1’imatinib chez
I’homme. Les résultats donnaient un lIéger avantage au masitinib apres 14 mois de suivi clinique des
patients (Adenis et al., 2014). Cela confirmait encore que le masitinib est un ITK extrémement sélectif
des mutations conduisant a un GIST.

La mastocytose systémique a fait aussi 1’objet de recherches avec le masitinib. Ce dernier
semblait étre un traitement prometteur pour les formes indolentes et handicapantes et révélait une
tolérance trés acceptable pour des traitements de longue durée (Paul et al., 2010). De plus, une étude
montrait en 2011 que le masitinib pouvait étre utilisé pour réduire 1’anxiété engendrée par cette tumeur
qui est un symptome fréquent (Moura et al., 2011). Le laboratoire AB Science poursuit actuellement
une étude pivot de phase 3 pour comparer la tolérance et l'efficacité du masitinib a un placebo chez des
patients adultes atteints de mastocytose systémique indolente avec handicap sévere a l'inclusion. Les
résultats finaux de I'étude de phase 3 sont attendus pour 2015 (LE FIGARO. AB Science: poursuite de
I'étude de phase 3 du masitinib. [En ligne]. (Mise a jour le 30/09/2014).
[http://bourse.lefigaro.fr/indices-actions/actu-conseils/ab-science-poursuite-de-1-etude-de-phase-3-du-
masitinib-2221489]. (Consulté le 3/10/2014).).

Enfin ’AB1010 a été testé dans un traitement combiné pour le cancer du pancréas. C’est un
cancer de mauvais pronostic qui a comme traitement de référence 1’exérése chirurgicale lorsqu’elle est
réalisable, sinon une radiothérapie et une chimiothérapie a base de gemcitabine mais leur efficacité est
médiocre. Il semblerait que certaines tyrosines kinases soient surexprimées comme EGFR, VEGFR,
FAK, Src et Lyn. L’AB1010 pouvait donc avoir un role thérapeutique pour cette tumeur. C’est ce qu’a
montré un essai clinique de phase 3 (Mitry et al., 2010).

Bien que ’ensemble des données publiées soient prometteuses, on constate qu’elles font appel a
des échantillons de petite taille (n = 25 a 40) ce qui peut mettre en doute leur pertinence statistique. Il
serait donc opportun de mener des essais de plus grande ampleur.

4.4.3.2. Le développement du Palladia® et son apport en cancérologie humaine

4.4.3.2.1. Le tocéranib (Palladia®) est le premier inhibiteur de tyrosine
kinases montrant une association entre la modulation de son activité
et les premiers effets bénéfiques

Le phosphate de tocéranib ou Palladia® (avec comme autre nom SU11654 car développé par la
compagnie SUGEN) est un inhibiteur de tyrosine kinase de type indolinone présentant une double
activiteé anti-tumorale et anti-angiogénique, grace a I’inhibition des récepteurs KIT, VEGFR-2, PDGFR
et d’autres molécule de la famille des split kinases. Il est moins spécifique que le meésylate de
masitinib (London et al., 2003 ; Pryer et al., 2003).

En 2009, cet agent obtient une AMM chez le chien pour le mastocytome cutané de grade 2 ou 3,

non opérable ou récidivant apres chirurgie, avec ou sans atteinte des nceuds lymphatiques régionaux
(London et al., 2009). Il est commercialisé par le laboratoire Pfizer Santé Animale.
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Cette molécule était trés prometteuse au début des années 2000 comme 1’ont démontré London
et ses collaborateurs en 2003 lors d’un essai clinique de phase 1 testant cette molécule sur plusieurs
cancers spontanés du chien. Cinquante-sept chiens ont constitué 1’échantillon, lesquels ont regu une
dose croissante de toceranib par voie orale. La dose tolérable et sans risque est allée jusqu’a 3,25
mg/kg par jour. Seize chiens présentaient une réponse objective (dont 11 avaient un mastocytome), 15
autres ont présenté une stabilisation de la maladie. Cette étude majeure est la premiére a fournir la
preuve de I’activité anti-tumorale d’un inhibiteur de tyrosine kinase en administration orale, suggérant
une utilisation en continu, quotidienne, sans besoin de planifier des phases lourdes de traitement
(London et al., 2003). D’aprés cette étude, les mastocytomes possédant une mutation du gene KIT
¢taient plus sensibles a I’action inhibitrice du toceranib que ceux n’ayant pas de mutations.

Le chien était la premicre espece a montrer 1’association entre une cible spécifique du cancer, la
modulation de son activité avec une molécule thérapeutique (ITK) et les premiers effets bénéfiques
grace au tocéranib (London et al., 2003 ; Paoloni et Khanna, 2008). La molécule thérapeutique pouvait
étre utilisée par voie orale, en administration quotidienne continue sans période d’arrét, sur le long
terme.

L’action du tocéranib sur KIT et sur VEGFR-2 semblait intéressante pour traiter les
mastocytomes canins qui ont une mutation de KIT et qui produisent du VEGF en exceés. Une étude sur
11 chiens a montré que le toceranib a la dose de 3.25 mg/kg inhibait I’auto-phosphorylation de la
protéine KIT dans les mastocytomes et affectait ainsi la voie de signalisation en aval de KIT. En effet,
73 % des chiens ont eu une inhibition de la phosphorylation de la protéine KIT aprés administration
d’une simple dose orale de tocéranib. Les 27 % restants avaient un faible taux de phosphorylation de
KIT avant I’administration de toceranib. Et de ce fait, la sensibilité des anticorps dirigés contre cette
protéine phosphorylée n’était pas suffisante pour détecter une modulation de la phosphorylation
induite par le tocéranib. Cette étude permettait aussi d’établir des données de pharmacocinétique et de
pharmacodynamie (Pryer et al., 2003).

4.4.3.2.2. Passage du tocéranib chez le chien au sunitinib (Sutent®) chez
[’homme

Le tocéranib était initialement utilisé comme un agent test pour découvrir ’activité biologique de
ces inhibiteurs de kinase dans les cancers spontanés du chien avant les premiers tests d’autres agents
similaires chez ’homme. On évaluait alors sa pharmacocinétique, sa relation de pharmacodynamie
avec I’inhibition de KIT in vivo. De méme, ces études étaient les premieres & fournir un indice
thérapeutique dans une unique espéce pendant une exposition chronique a un nouveau médicament. En
effet, chez I’homme les ITK étaient au départ donnés de fagon discontinue pour limiter I’apparition de
résistances (Khanna et Gordon, 2009).

A partir de ces résultats trés concluants sur le tocéranib, un composé similaire qui cible
également VEGFR, PDGFR et KIT, le malate de sunitinib (Sutent® ou SU11248), a recu une AMM
en 2006 pour le traitement des GIST résistantes a I’imatinib et des carcinomes rénaux métastatiques

chez ’homme, avant méme 1’approbation pour le tocéranib en médecine vétérinaire (Goodman et al.,
2007 ; Norden-Zfoni et al., 2007 ; Ranieri et al., 2013).

La dérégulation des tyrosines kinases arrive fréquemment dans les cancers humains, et d’une
maniére similaire, dans les cancers canins. Il est intéressant de noter que I’avancée thérapeutique la
plus importante a été faite dans le domaine de la thérapie ciblée a la fois en oncologie humaine et
vétérinaire (Ranieri et al., 2013b). Le développement des inhibiteurs de tyrosine kinases en médecine
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vétérinaire, avec le masitinib mésylate et le tocéranib malate, a fourni a la cancérologie humaine de
nombreux axes de recherche pour optimiser le traittment de certains cancers. Les occasions d’utiliser
les cancers spontanés du chien comme modele moléculaire, indépendamment de la nature histologique
de la tumeur, vont étre de plus en plus nombreuses compte tenu des profils moléculaires des cancers de
plus en plus complets.
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45. Le chien domestique peut étre utilise pour le développement des
thérapies personnalisées

45.1. Définition

La médecine personnalisée est une voie prometteuse en cancérologie. Elle consiste a traiter le
patient en fonction des propriétés génétiques et biologiques propres & son cancer, en prenant aussi en
compte son mode de vie et son environnement (INSERM et INCa. La médecine personnalisée du
cancer a portte de  mains. [En ligne]. (Créé  en Novembre  2012).
[http://www.inserm.fr/thematiques/cancer/dossiers/la-medecine-personnalisee-du-cancer-a-portee-de-
mains]. (Consulté le 28/05/2014).).

La personnalisation du traitement est I’aboutissement de I’intégration des données de
génomique, d’épigénétique et des profils d’expression (Stricker et al., 2011). Ces thérapies demandent
un séquencage a haut débit de la tumeur qui doit étre obtenu assez rapidement pour permettre au
médecin de I’intégrer dans un délai court dans les protocoles de soin du patient.

4.5.2. Enjeux

L’un des objectifs de ces thérapies est d’éviter de commencer des traitements qui seraient
inutiles voire déléteres pour le patient. Il s’agit d’identifier les voies de signalisation qui sont mises en
jeu dans un cancer chez un patient, a un moment donné de sa maladie, puis d’évaluer les potentielles
toxicités ou résistances que pourrait induire un traitement. Il faut par ailleurs identifier des marqueurs
de la maladie pour le suivi de 1’évolution du cancer et la réponse au traitement (INSERM et INCa. La
medecine personnalisée du cancer a portée de mains. [En ligne]. (Créé en Novembre 2012).
[http://www.inserm.fr/thematiques/cancer/dossiers/la-medecine-personnalisee-du-cancer-a-portee-de-
mains]. (Consulté le 28/05/2014).).

45.3. L’avenir chez ’homme

L’homme bénéficie déja de cette thérapie bien qu’elle soit encore peu développée, mais elle est
promise a un bel avenir (Tian et al., 2012 ; Xian et McKeon, 2011). Quelques études ont déja abouti a
des résultats concluants (Tsimberidou et al., 2012 ; Von Hoff et al., 2010). Pour donner des exemples,
lors de cancer du sein, la notion de médecine personnalisée comprend des thérapies anti-cestrogéniques
(anti-aromatase) pour des patientes ayant des tumeurs exprimant le récepteur aux cestrogénes, ou bien
la thérapie a base de trastuzumab (molécule a effet anti-HER?2) pour les patientes exprimant la protéine
HER2 de maniére exagérée (Campone et Frenel, 2012 ; Paoloni et al., 2014).

4.5.4. Un besoin de modeéles précliniques

L’individualisation des traitements passe par des essais cliniques chez ’homme mais aussi chez
I’animal. Or, rappelons que pour ces molécules a action ciblée il est difficile de suivre les phases
classiques de développement d’une molécule anticancéreuse comme c’est le cas des agents
cytotoxiques car il n’y a plus forcément de corrélation entre efficacité et toxicité. Il est donc nécessaire
de définir des modeles précliniques pertinents. Par ailleurs, les codts financiers des essais cliniques
déja trés importants ne pourront malheureusement qu’augmenter a 1’heure de la médecine
personnalisée (Campone et Frenel, 2012).
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C’est dans ce contexte que fut réalisée une étude preuve-de-concept par le COTC (Comparative
Oncology Trials Consortium) afin de déterminer si la récolte et I’analyse de tumeurs chez des chiens
domestiques pouvaient étre réalisées dans un délai suffisamment court pour pouvoir traiter un patient.
L’étude de Paoloni et ses collaborateurs a utilisé pour cela une cohorte de 24 chiens, des scottish
terriers atteints de carcinome transitionnel de la vessie, des golden retrievers atteints de lymphome et
des cockers américains atteints de mélanome, et concluait que les essais cliniques dans le cadre d’une
approche de médecine personnalisée étaient faisables dans le modéle canin, puisque les résultats
finaux, c’est-a-dire I’obtention des voies de signalisation cibles, étaient obtenus en moins de cing jours
ouvreés, délai raisonnable pour réaliser des essais précliniques (Paoloni et al., 2014).

Par ailleurs, comme déja démontré précédemment, les profils d’expression géniques des
échantillons de tumeur se classaient par type tumoral. Encore plus intéressant, les cibles moléculaires
et les molécules prédites pour étre actives étaient indépendantes du type tumoral et étaient propres a
I’individu (Paoloni et al., 2014).

On envisage ainsi que le modele canin permettra de vérifier si cette stratégie améliore bien les

résultats et le taux de survie par rapport aux approches conventionnelles, en testant les agents proposes
via des essais randomisés a n’importe quel stade de développement du cancer, selon la question posée.
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46. Le chien a permis de tester Defficacit¢é de nouvelles molécules
innovantes avec un nouveau mécanisme d’action

A de nombreuses reprises, le chien domestique sert de passerelle entre les études précliniques in
vitro et la souris, pour de multiples molécules dont 1’efficacité du mécanisme d’action est en cours
d’exploration. On ¢tudie dans cette sous-partie un grand nombre de ces agents qui se distinguent par
leur approche thérapeutique du cancer.

4.6.1. Utilité du Corynebacterium parvum, un immunostimulant bactérien

L’implication trés probable du systéme immunitaire dans le développement tumoral peut
expliquer pourquoi on observe parfois des phénomeénes de régression tumorale spontanée lors de
mélanome (Gal, 2000). Cette tumeur maligne fut [’objet d’études concernant 1’approche
d’immunothérapie non spécifique faisant agir des immunostimulants bactériens comme le BCG
(Bacille de Calmette Guérin) et le Corynebacterium parvum, sur le chien domestique au cours des
années 1980 (MacEwen, 1990). Ces études font parties de la période 1 (phase descriptive) de la frise
chronologique décrite en 4.1.1. Ces traitements ont surtout été utilisés en tant que thérapie adjuvante
en complément de la chirurgie.

Dans une étude de 1986 portant sur le mélanome de la cavité buccale, 42 chiens traités par
exérese chirurgicale combinée a un traitement systémique par Corynebacterium parvum étaient
comparés a un groupe controle de 47 chiens traités avec I’exérése chirurgicale comme seule thérapie
(MacEwen et al., 1986). Un stade clinique était assigné a chaque individu en fonction de I’¢tat de la
maladie. La médiane de survie obtenue pour les chiens traités avec la thérapie combinée était de 12
mois contre 7,5 mois pour la monothérapie ; cependant cette différence n’était pas significative. En
revanche, quand ’auteur s’est intéressé uniquement aux individus qui étaient a des stades avancés de
la maladie, c’est-a-dire avec des tumeurs mesurant plus de deux centimétres, il observait une
différence significative a 1’avantage de la thérapie combinée avec le Corynebacterium parvum (8 mois
contre 4 mois, p étant inférieur a 0,05). On concluait alors que cette immunostimulation non spécifique
a base de composants bactériens était d’autant plus efficace que la maladie était avancée. On obtenait
aussi des données de pharmacocinétique et de toxicité.

Chez I’homme, bien que des études rétrospectives furent prometteuses, des essais randomises et
prospectifs ont montré I’inefficacité du Corynebacterium parvum pour le traitement du mélanome
(Lipton et al., 1991 ; Sondak et Wolfe, 1997).

De plus, C. parvum a aussi été étudié en cas de tumeurs mammaires chez la chienne au sein d’un
travail coopératif entre un groupe de recherche de I’Ecole Nationale Vétérinaire d”Alfort et un groupe
d’Amsterdam. Ils ont testé I’efficacité et la toxicité du C. parvum et du BCG dans différents
protocoles : injections intra-tumorales avant la chirurgie, injection intra-lésionnelle sur le lieu de la
chirurgie en cas d’exérése incompléte, injections intraveineuses apres la chirurgie. Dans tous les cas,
les résultats ne montraient pas d’avantage a utiliser ces composés comparativement aux groupes
controles (Parodi et al., 1983 ; Rutten et al., 1990).

Quoiqu’il en soit, I'utilisation de ces agents bactériens fut peu a peu délaissée au profit d’autres
molécules comme les cytokines.
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4.6.2. Potentialisation de la cytokine TNFao par différentes techniques
4.6.2.1. Définition du TNFa

Le TNFa ou facteur de nécrose tumorale est une cytokine pléiotrope avec de nombreuses
activités biologiques. Elle posséde des propriétés immunorégulatrices, anti-angiogéniques et
cytotoxiques a 1’égard de certaines tumeurs. C’est un agent pro-apoptotique qui a eu peu d’utilité
jusqu’a maintenant en clinique compte tenu de sa toxicité systemique (Caplier, 2008).

4.6.2.2. Thérapie a base de TNFa liée au polyéthyléne glycol

Le TNFa dispose d’une faible demi-vie et d’une toxicité importante ce qui limite son utilisation.
Il existe cependant un polymére, le polyéthyléne glycol (PEG) qui, conjugué au TNFa augmente
considérablement sa demi-vie et diminue sa toxicité, ce qui donne une activité anti-tumorale améliorée.
Cela a été démontré par un essai clinique de phase 1 réalisé sur des tumeurs spontanées canines afin de
tester la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de cette molécule (PEG-TNF). Une activité
satisfaisante était obtenue avec des doses non toxiques (Ahrar et al., 2003 ; Gadaleta et al., 2004 ;
Thamm et al., 2010). Ces premiéres données autorisaient 1’évaluation clinique de ce nouveau procédé
chez I’homme.

4.6.2.3. Thérapie génique utilisant un adénovirus couplé a un phage pour la
vectorisation du géne TNFa dans les cellules endothéliales tumorales

4.6.2.3.1. Principe

Récemment, on s’est intéressé a des thérapies ciblant le réseau vasculaire comme nouvelle
modalité pour traiter le cancer (Folkman, 2007). Cependant, 1’obstacle majeur de cette approche est
d’arriver a cibler un geéne d’intérét sur le réseau vasculaire tumoral avec le minimum de toxicité
possible sur les autres vaisseaux. Le TNFa était un des agents anti-vasculaires utilises.

Les chercheurs ont tenté de développer des systémes pour délivrer le TNFa spécifiquement sur
les cellules endothéliales tumorales (Tandle et al., 2009). Un des systémes trouvés est 1’utilisation d’un
vecteur viral hybride, un phage (virus procaryote) associé a un adénovirus (adeno-associated virus
phage vector ou AAVP) pour délivrer le géne du TNFa uniquement dans les cellules endothéliales
tumorales (Hajitou et al., 2007). On I’appelle alors AAVP-TNFa.

Un adénovirus est un virus a ADN double brin, non enveloppé mais dont le génome est entouré
d’une capside. Ce sont les virus les plus étudiés dans le cadre de la lutte contre le cancer (Morand,
2010). On modifie génétiquement ces virus pour permettre 1’insertion de transgénes de tailles assez
conséquentes. lls sont alors utilisés comme vecteurs de genes thérapeutiques directement au sein de la
cellule tumorale.

Dans ce cas, I’adénovirus est couplé a un phage qui présente un motif particulier, le RGD
(arginine-glycine-aspartate), ligand capable de se fixer sur des intégrines particuliéres exprimées par
les cellules endothéliales tumorales en cours d’angiogenése (Ruoslahti et Pierschbacher, 1987 ;
Thumshirn et al., 2003).
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Le principe du traitement est une thérapie génique, c’est-a-dire ’introduction d’un géne d’une
molécule d’intérét, ici une molécule de I’immunité, pour potentialiser la défense immunitaire anti-
tumorale. C’est I’adénovirus auquel est associé le phage qui va effectuer ce transfert génique.

4.6.2.3.2. Efficacité et innocuité

Les études in vitro chez I’homme sur des cellules de mélanome infectées par ’AAVP-TNFa
indiquent qu’elles sur-expriment le géne 7NFo. On a retrouvé les mémes résultats lors d’une
administration systémique de I’AAVP-TNFa sur des xénogreffes chez la souris. Cette expression de
TNFa était alors associée a une apoptose des vaisseaux tumoraux et une inhibition de la croissance
tumorale. Aucune toxicité systémique n’était rapportée sur les tissus sains (Tandle et al., 2009).

On est passé ensuite a des etudes chez le chien domestique qui ont donné des résultats
préliminaires encourageants avec un profil d’innocuité satisfaisant. Une de ces études a été menée par
Paoloni et ses collaborateurs en 2009 (Paoloni et al., 2009b). Elle était réalisée dans le cadre du
Comparative Oncology Trials Consortium. Il s’agit d’une date-clé car c’est la premicre étude menée
par le COTC, on la note COTCO001. 1l s’agissait d’un essai préclinique évaluant 1’efficacité de cette
technique de vectorisation du géne codant le TNFa sur plusieurs tumeurs solides (sarcomes) chez le
chien puis la spécificité de la cible et la dose recommandée par une méthode d’escalade de dose. Les
résultats obtenus donnaient une dose optimale de 5.10% unités de transduction. A cette dose, on avait
14 % (2 sur 14) de réponses completes et 43 % (6 sur 14) de tumeurs a I’état de maladie stable. La
specificité du vecteur pour les cellules tumorales fut prouvée grace a des échantillons pris six heures et
quatre jours apres un traitement unidose sur lesquels a été effectué un marquage par
immunofluorescence. A ces différents temps, la fluorescence n’était retrouvée que sur les cellules
endothéliales tumorales comme le montre la figure 22.

L’étude de Paoloni et collaborateurs montrait que, grace au traitement, 1’expression du géne
codant le TNFo était augmentée de facon spécifiqgue dans les cellules endothéliales tumorales,
entrainant un ralentissement de la progression tumorale. L’efficacité et 1’innocuité de cette
administration systémique etaient démontrées. Cette étude sur la vectorisation par un adenovirus
couplé a un phage fournissait une excellente évaluation préclinique pour les premiéres études chez
I’homme en établissant une ébauche d’indice thérapeutique. Elle fournissait également une liste des
effets secondaires auxquels on peut s’attendre (Paoloni et al., 2009b). Ces résultats concluants
démontrent I'utilité et I’efficacité de cette infrastructure nouvellement établie en 2009 pour informer la
recherche et développement grace a des modéles de cancers spontanés chez les grands animaux
domestiques.

Comme nous le verrons plus loin, ¢’est pour profiter de cette opportunité et des avantages de ces
essais précliniques sur le chien domestique que le NCI a créé le COTC pour diriger les essais cliniques
multicentriques de facon centralisée, afin d’établir des critéres qui définissent 1’innocuité, 1’activité
biologique et clinique des nouveaux agents thérapeutiques (Paoloni et al., 2009b).
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Figure 22 : Résultat de I'immunophénotypage par fluorescence du RGD-A-TNF sur des cellules
endothéliales tumorales et des cellules endothéliales saines, avant traitement et apreés traitement (2 TO + 6
heures et TO + 4 jours). La fléche blanche montre le marquage d’une cellule endothéliale d’un vaisseau sanguin.
L’échelle (barre blanche) est égale a 100 um. Adaptée d’aprés Paoloni et al. (2009).
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4.6.3. Utilisation de la desmopressine en péri-opératoire lors de tumeurs mammaires
chez la chienne

Des études ont montré que 1’exérése chirurgicale et le traumatisme tissulaire lors de I’exérese
tumorale accroissaient le développement et la diffusion de cellules cancéreuses. C’est notamment le
cas pour les tumeurs mammaires et le cancer du sein chez la femme (Tabaries, 2009).

De fait, des essais chez la souris ont déja montré que la manipulation chirurgicale lors d’exérese
de carcinome mammaire entraine une dissémination de cellules cancéreuses vers le nceud lymphatique
axillaire et vers les poumons (Giron et al., 2002). De plus, chez la femme les dissections de nceuds
lymphatiques axillaires aprés biopsie de seins cancéreux ont montré des cellules épithéliales qui
avaient été transportées lors de 1’aspiration (Brown et al., 1995 ; Galan et al., 2002).

Lors de tumeur mammaire chez la chienne, I’utilisation de la desmopressine notée DDAVP, un
composé hémostatique, dérivé synthétique de 1’hormone antidiurétique vasopressine, au moment de
I’exérése permettrait de minimiser le relargage et la survie des cellules malignes résiduelles. Une étude
pilote réalisée sur 21 chiennes atteintes de tumeurs mammaires a donné des résultats prometteurs sur
I’utilisation de la desmopressine pour limiter ce phénomeéne : les chiennes recevant le DDAVP dans
leur protocole thérapeutique étaient moins sujettes aux métastases locales et pulmonaires et avaient un
temps de survie globale plus important par rapport au lot recevant le placebo (Hermo et al., 2008). Les
futures études chez le chien devront maintenant chercher a déterminer le mécanisme précis de 1’action
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anti-métastatique du DDAVP qui pourrait par la suite servir chez la femme. Cependant a I’heure
actuelle, aucun essai n’a ét€¢ mené en cancérologie humaine.

4.6.4. Le liposomal muramyl tripeptide phosphatidyl ethanolamine

Depuis quelques années, les études sur les modéles animaux et les premiers essais cliniques ont
révelé I'intérét de molécules modificatrices de la réponse biologique, pour I’activation ou la
modulation de I'immunité du patient afin de contrdler I’état de maladie résiduelle. Ces modificateurs
de la réponse biologique agiraient en complémentarité ou synergie aprés les drogues cytotoxiques et
pourraient en conséquence réduire 1’apparition des résistances. Parmi ces molécules, le liposomal
muramyl tripeptide phosphatidyl ethanolamine (L-MTP-PE) est un stimulateur de I’immunité innée.
Son étude et son développement jusqu’a son utilisation clinique a fait appel au modéle du cancer
spontané canin.

4.6.4.1. Description

11 est formé par I’encapsulation du MTP-PE avec un liposome (Kleinerman et al., 1993). Le
MTP-PE est lui-méme un analogue synthétique lipophile du Muramyl Dipeptide (MDP) qui est un
composant de la paroi cellulaire du bacille de Calmette-Guérin (Ando et al., 2011 ; Nardin et al.,
2006).

4.6.4.2. Activité in vitro et chez la souris

Le L-MTP-PE est un agent immuno-modulateur non spécifique. Sa ressemblance avec un
composant de paroi bactérienne lui donne la capacité d’activer des cellules de I'immunité innée
comme les macrophages et les monocytes (Ando et al., 2011). L’encapsulation dans un liposome
permet de délivrer le MTP-PE sélectivement a ces cellules.

L’activité du L-MTP-PE a tout d’abord été montrée dans des études in vitro (Fidler, 1978). Le L-
MTP-PE activait les macrophages pour détruire de facon sélective les cellules tumorales, y compris les
cellules métastatiques, en épargnant les cellules saines. Cette activation se traduisait par une
augmentation de la cytotoxicité des macrophages, qui pouvaient méme détruire les cellules
chimiorésistantes (Fidler, 1985).

Les premiers essais chez la souris furent encourageants lors de maladie métastatique. En effet,
une étude réalisée par Fidler et ses collaborateurs montrait que le L-MTP-PE éliminait les métastases
déja établies dans le parenchyme pulmonaire ou dans les nceuds lymphatiques, lors de mélanome, de
fibrosarcome et de tumeur hépatique (Fidler et al., 1981). C’était I’'une des premiéres expériences
montrant le réle adjuvant que pouvait apporter cette thérapie contre des métastases.

4.6.4.3. Confirmation de I’efficacité chez le chien domestique

Par la suite, les cancers spontanés du chien et notamment 1’ostéosarcome canin ont été utilisés
avec brio pour tester I’activité clinique du L-MTP-PE (Kurzman et al., 1995 ; MacEwen et al., 1999,
1994, 1989 ; Teske et al., 1998 ; Vail et al., 1995).
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C’est surtout dans les études sur 1’ostéosarcome spontané canin que cette molécule a montré le
plus d’efficacité (Nardin et al., 2006), comme 1’a montré une étude en 1989 primordiale dans 1’histoire
du développement de cet agent thérapeutique (MacEwen et al., 1989). Il s’agissait d’une étude
randomisée en double-aveugle impliquant 27 chiens. Elle cherchait a évaluer le L-MTP-PE comme
traitement adjuvant anti-métastatique sur des chiens atteints d’ostéosarcome a la suite de ’exérése
chirurgicale de la tumeur par amputation. Parmi ces 27 chiens, 14 chiens étaient traités avec le L-MTP-
PE deux fois par semaine pendant huit semaines par voie intraveineuse sur cing a huit minutes a la
dose de 2 mg/kg. Les 13 autres chiens recevaient un liposome vide. La médiane du temps de survie
était de 222 jours pour le lot traité contre 77 jours pour le lot contréle (p< 0,002). Quatre chiens sur 14
¢taient d’ailleurs encore en vie un an apres la chirurgie. De plus, le traitement était bien toléré, sans
effets secondaires majeurs hormis une hyperthermie modérée passagére (MacEwen et al., 1989).

La combinaison du L-MTP-PE avec un agent cytotoxique comme le cisplatine avait aussi montré
des résultats séduisants sur 1’ostéosarcome canin (Kurzman et al., 1995).

Par d’ailleurs, le L-MTP-PE a été testé sur d’autres tumeurs comme 1’hémangiosarcome ou il a
prouvé son efficacité (Vail et al., 1995), ce qui n’était pas le cas pour le traitement des tumeurs
mammaires (Teske et al., 1998).

4.6.4.4. Transfert chez I’homme pour I’ostéosarcome pédiatrique

A partir de ces résultats encourageants chez le chien, des études de phase 1 et 2 se sont
construites chez I’homme indiquant elles aussi que le L-MTP-PE était bien toléré a des doses induisant
I’effet biologique recherché. Par ailleurs, ces derniéres démontraient 1’activité tumoricide du L-MTP-
PE sur les métastases pulmonaires en cas d’ostéosarcome au stade de la maladie métastatique (Asano
et Kleinerman, 1993 ; Kleinerman et al., 1995, 1993, 1992 ; Murray et al., 1989).

Ces études conduisirent a des essais multicentriques de phase 3 développés par le Groupe
d’Oncologie Pédiatrique (Children’s Oncology Group ou COG) et financées par le National Cancer
Institute aux Etats-Unis comme celle de Meyers et ses collaborateurs dont les résultats finaux ont été
publiés en 2008 (Meyers et al., 2008). Il s’agissait d’un essai clinique prospectif de phase 3,
randomisé, conduit par le COG de 1993 a 1997. L’essai portait sur 662 patients de moins de 30 ans
avec des ostéosarcomes non métastatiques nouvellement diagnostiqués, avec des tumeurs considerées
comme résécables chirurgicalement. L’étude cherchait a savoir si 1’ajout du L-MTP-PE et/ou de
I’ifosfamide, un agent anticancéreux alkylant, a un traitement de chimiothérapie standard composé de
trois molécules (doxorubicine, cisplatine, méthotrexate) en plus de la chirurgie pouvait augmenter le
taux de survie global des patients. Aprés analyse des données, I’ajout du L-MTP-PE & la
chimiothérapie standard améliorait le taux de survie global a six ans de 70 a 78 % (p=0,03), soit une
réduction de 25 % du risque de récidive et de 30 % du risque de décés (Meyers et al., 2008). En
revanche peu d’améliorations étaient notées avec I’ifosfamide.

Au final, ’ensemble de ces essais ont permis de monter un dossier d’AMM obtenue en 2009 en
Europe par le laboratoire IDM Pharma (nouvellement racheté par le laboratoire Takeda). Le L-MTP-
PE, ou mifamurtide, de nom déposé¢ Mepact® est maintenant utilisé pour traiter I’ostéosarcome non
métastatique pédiatrique, en complément de la polychimiothérapie (Anderson et al., 2010 ; Ando et
al., 2011 ; Mori et al., 2008).

Il est clair que le chien domestique, notamment gréace a la forte incidence de ses ostéosarcomes
spontanés, a été d’une aide précieuse pour le développement du Mepact® mais aussi d’autres options
immunothérapiques pour lesquelles il est important de pouvoir visualiser I’évolution de la maladie
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résiduelle aprés la chirurgie. Une des problématiques encore en suspens est de déterminer la
combinaison idéale entre L-MTP-PE et les agents de chimiothérapie.

4.6.5. Rapamycine et inhibition de la cascade de signalisation mTOR
4.6.5.1. La protéine mTOR et la rapamycine : définition

La protéine mTOR (pour mammalian target of rapamycin) est une enzyme qui est associee
depuis une vingtaine d’années a la tumorigenése chez I’homme (Klimpen et al., 2010). Plus
précisément, c’est une sérine/thréonine kinase cytoplasmique qui joue un réle de régulation de la
croissance et de la prolifération cellulaire, de 1’angiogenése et du meétabolisme cellulaire. Cette
protéine est au carrefour de deux grandes voies de signalisation entre angiogenese et apoptose. Les
recherches récentes ont révelé que le réseau de mTOR integre les informations de multiples voies de
signalisation comme celle de I’insuline, des facteurs de croissance IGF-1 et IGF-2 ou encore celle des
mitogenes (Cornu et al., 2013 ; Laplante et Sabatini, 2012). Cette protéine est reliée a la croissance, la
progression et la chimiorésistance de nombreux cancers chez 1’homme (Guertin et Sabatini, 2007 ;
Klimpen et al., 2010 ; Paoloni et al., 2010b; Sabatini, 2006).

La rapamycine, antibiotique macrolide naturel issu d’un champignon (Streptomyces
hygroscopicus), est aussi connue sous le nom de sirolimus. Il s’agit d’une molécule inhibitrice de
mTOR. Elle est a I'origine de la création d’une famille de molécules a action ciblée, celle des
analogues de la rapamycine (ou rapalogues) ou encore inhibiteurs de mTOR (Guertin et Sabatini,
2007).

4.6.5.2. Utilisation actuelle en thérapeutique et perspective

La rapamycine est tout d’abord utilisée, avec d’autres inhibiteurs de mTOR, dans la prévention
du rejet de greffe apres transplantation (Klimpen et al., 2010).

Ces inhibiteurs de mTOR font encore 1’objet de nombreuses recherches en cancérologie pour de
nombreux types de tumeurs. Des essais cliniques ont déja eu lieu et d'autres sont en cours, associant ou
non les inhibiteurs de mTOR a d'autres molécules de thérapie ciblée ou a des traitements plus
traditionnels (chimiothérapie, radiothérapie et chirurgie). Les premiers grands essais de phase 3 ayant
obtenu des résultats cliniques tres prometteurs s'étaient déroulés chez des patients atteints de
carcinome renal.

Quelques médicaments sont déja commercialisés comme le Torisel® (temsirolimus) depuis
novembre 2007 ou I’ Afinitor® (everolimus) depuis aolt 2009 pour le carcinome rénal (Motzer et al.,
2008).

4.6.5.3. Développement pharmacologique et modele de 1’ostéosarcome canin

Le développement optimal de ces molécules repose sur des données solides concernant la
posologie, les marqueurs biologiques associés et les possibilités de combinaison avec d’autres agents
thérapeutiques. Ceci devrait nous permettre de comprendre les conséquences de I’immunosuppression
chez les patients et I’utilité¢ hypothétique de la rapamycine lors de la maladie résiduelle. Une approche
intégrée et comparative semblait necessaire pour obtenir ces informations (Paoloni et al., 2010b).
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La réponse a ces problématiques a été recherchée en utilisant les infrastructures du COTC et une
population de chiens atteints d’ostéosarcome, notamment pour accélérer le développement de ces
inhibiteurs de mTOR pour leur utilisation prochaine dans les ostéosarcomes pédiatriques.

L’étude menée par Paoloni était une étude prospective d’escalade de dose afin d’établir la dose la
plus sure, la plus pertinente sur le plan pharmacocinétique et la plus active sur le plan
pharmacodynamique, d’une formulation parentérale de rapamycine chez des chiens atteints
d’ostéosarcome appendiculaire. Dans cette expérience, 22 chiens étaient inclus et répartis dans des
cohortes de trois individus caractérisées par une dose particuliere de rapamycine. Il était pratiqué tout
d’abord une biopsie tumorale et une numération leucocytaire, suivies d’une injection unique
intramusculaire de la dose de rapamycine étudiée. Des prélevements sanguins pour analyse
pharmacocinétique étaient récoltés pendant 48 heures aprés I’injection. De plus, une dose quotidienne
de rapamycine était administrée pendant sept jours et un dosage de la rapamycine était réalisé aux
jours J8, J9 et J15. Au jour J8, une biopsie tumorale et une numération leucocytaire étaient recoltées.

Plusieurs informations importantes ont ¢été obtenues. Tout d’abord, les analyses
pharmacocinétiques indiquaient une concentration dose-dépendante de la rapamycine (figure 23). Les
données cliniques assuraient que I’administration parentérale de la rapamycine était bien tolérée chez
le chien, si bien que la MTD n’était pas encore atteinte alors que des effets biologiques étaient
présents, a des doses qui autorisaient déja des études comparatives avec I’homme (doses équivalentes).
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Figure 23 : Graphique représentant la concentration moyenne en rapamycine en fonction du temps
(sur 48 heures), apreés une injection unique a TO, pour différentes doses. L exposition a la rapamycine du chien
atteint d’ostéosarcome est dépendante de la dose. Adaptée d’aprés Paoloni et al. (2010).
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Par ailleurs, les analyses pharmacodynamiques indiquaient que dans toutes les cohortes, la
modulation de la voie mTOR dans les tumeurs était prouvée. De plus, I’inhibition de la
phosphorylation de la S6RP était un marqueur trés sensible de I’exposition a la rapamycine sans
qu’elle soit dépendante de la dose, comme c’était déja montré chez I’homme (Jimeno et al., 2008). Des
marqueurs biologiques prédictifs de la modulation de la voie mTOR étaient donc toujours recherchés.
En outre, aucun impact négatif n’était retrouvé sur les effecteurs du systeme immunitaire, dont les
lymphocytes T régulateurs, avec les doses utilisées.

En conclusion, les données de cette étude fournissaient une base solide pour inclure
1I’ostéosarcome canin au sein de la recherche et développement des inhibiteurs de mTOR pour la
thérapie de 1’ostéosarcome pédiatrique (Houghton et al., 2008, 2007), en se rappelant évidemment les
multiples avantages déja énumérés d’utiliser 1’0stéosarcome chez le chien comme modele d’étude.
Maintenant, les futures études devront s’attarder a trouver les meilleures combinaisons entre les
rapalogues et les molécules traditionnelles de chimiothérapie (Houghton et al., 2010).

4.6.6. Le pamoate d’octréotide a longue action

La voie des facteurs de croissance « insulin-like » ou IGF (« insulin-like growth factor ») est
impliquée dans le développement et la progression de cancers chez I’homme et chez ’enfant. Dans
cette famille, la voie de signalisation de IGF1 et IGF1-R, son récepteur, est activée dans de nombreux
cancers pédiatriques comme 1’ostéosarcome (Kim et al., 2009). C’est a partir de ce constat que s’est
formée 1’idée d’une thérapie ciblant spécifiquement IGF1.

L’ostéosarcome spontané du chien domestique a servi a évaluer I’efficacité¢ de I’approche
thérapeutique se basant sur la diminution de la concentration sérique en IGF1. C’est ce que montrait
une étude préeclinique randomiseée, réalisée en aveugle et controlée par placebo, en 2002 (Khanna et al.,
2002). L’objectif de cette étude était de déterminer si la suppression de I’IGF1 a 1’aide d’une molécule
analogue a la somastostatine ayant un effet a longue action (OncoLar® ; Novartis, pour octreotide
pamoate long-acting release) permettait de limiter le processus de chimiorésistance en cas
d’ostéosarcome. La nécrose tumorale, I’apoptose des cellules cancéreuses et la survie des chiens
domestiques étaient comparées entre ceux recevant la molécule OncoLar® en plus de la
chimiothérapie a base de carboplatine et ceux recevant un placebo seulement avec le carboplatine.
L’étude montrait une diminution de la concentration sérique en IGF1 lorsque 1’OncoLar® était ajouté
sans qu’il n’y ait de toxicité apparente. Cependant aucun effet bénéfique n’était apporté. Des résultats
similaires ont été retrouvés chez 1’enfant (Mansky et al., 2002). Plus précisément, une suppression de
moins de 50 % des IGF en combinaison de la chimiothérapie classique n’était pas suffisante pour
améliorer I’efficacité de cette derniére, ni le taux de survie des patients.

Cette étude avait fourni de précieuses informations précliniques en ce qui concerne les
inhibiteurs des IGF, notamment IGF-1. Ces résultats décevants avaient conduits a mettre un point
d’arrét a la molécule OncoLar® pour une éventuelle utilisation en thérapie combinée pour
I’ostéosarcome pédiatrique. Des études ultérieures devront peut-étre s’intéresser a des moyens
d’obtenir une suppression plus importante du taux d’IGF et d’évaluer ses effets.
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4.6.7. GS-9819 et thérapie ciblée pour traiter le lymphome non-hodgkinien

Comme indiqué dans la premiere et la deuxieme partie, le lymphome non-hodgkinien canin est
un excellent modele d’étude pour le lymphome chez ’homme, que ce soit dans la compréhension de la
biologie tumorale ou pour le développement de nouveaux traitements dans les essais precliniques (Ito
et al., 2014 ; Paoloni et Khanna, 2008).

Le GS-9819 (nouvellement appelé VDC-1101) est une pro-drogue de 1’analogue 9-(2-
phosphonulmethoxethyl)-guanine (PMEG) qui délivre le phosphate de PMEG et ses métabolites aux
cellules lymphoides. Ce dernier exerce une activité cytotoxique sur les cellules a fort indice mitotique.
Le mécanisme d’action est I’inhibition d’une ADN polymérase nucléaire d’ou un arrét de la
réplication. L’intérét du PMEG sous la forme du GS-9819 est qu’il est spécifique des cellules
lymphoides et que sa perméabilité cellulaire est augmentée (Ito et al., 2014 ; Marconato et al., 2013 ;
Ranieri et al., 2013a; Vail et al., 2009).

Une étude preuve-de-concept a été réalisée dans le modéle canin dans le but d’évaluer la
pharmacocinétique, la sécurité d’emploi et 1’activité du GS-9219 en monothérapie sur le lymphome
multicentrique (Vail et al., 2009). Il s’agissait d’un essai clinique combinant des phases 1 et 2, mené
sur 38 chiens atteints de lymphomes non-hodgkiniens spontanés chez lesquels différents protocoles de
GS-9219 étaient testés. L’activité du traitement était évaluée par une mesure de la taille des nceuds
lymphatiques, par radiographie thoracique, par examen cytologique des nceuds lymphatiques et par
tomographie par émission de positons (PET-CT). Le suivi clinique était fait sur 12 mois. L’imagerie
par PET-CT était réalisée avant et apres le traitement, a J5 et J21. De plus, des collectes de biopsie
tumorale étaient réalisées avant et apres 1’exposition au traitement.

Les résultats défendaient la slreté d’emploi et ’efficacité de cet agent. En effet, les doses
limitantes toxiques, d’ordre dermatologique, gastro-intestinal et neutropénique étaient modérées et
facilement prises en charge. GS-9219 a montré une courte demi-vie plasmatique mais une
concentration intracellulaire élevée et de longue durée du PMEG dans les cellules monocytaires du
sang périphérique. La réponse anti-tumorale était présente autant sur les chiens n’ayant jamais été
traités que ceux déja en état de chimiorésistance. Elle était retrouvée chez 79 % des individus. Par
ailleurs, le PET-CT révélait un métabolisme cellulaire ralenti des cellules lymphoides aprés exposition
a GS-9219 (figure 24).

Ces résultats ont servi de support pour I’évaluation clinique chez I’homme et pour les
investigations de phase 1 (Ranieri et al., 2013a). En effet I’é¢tude de Vail et ses collaborateurs avait
montré que le GS-9219 présentait une bonne activité anti-tumorale. On avait déja une idée des effets
secondaires a surveiller en priorité (toxicités muco-cutané et hématologique) et du rythme
d’administration a utiliser pour les essais cliniques chez I’homme (a la posologie d’une administration
tous les 21 jours). Par ailleurs, cette étude confirmait la validité de 1’utilisation de I’imagerie par PET-
CT pour évaluer la réponse clinique (Paoloni et Khanna, 2008 ; Reiser et al., 2008 ; Vail et al., 2009).

Aucun essai clinique n’est effectué actuellement chez I’homme, cependant d’autres auteurs ont

établi I’efficacité de cette molécule chez les chiens atteint de lymphome cutané T (Morges et al., 2014)
et de myélome multiple (Thamm et al., 2014).
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Figure 24 : Image en PET-SCAN réalisée sur un chien atteint de lymphome non-hodgkinien de type
B, avant (A), 5 jours (B) et 21 jours (C) aprés un traitement unidose par du GS-9219 a la dose de 0,66
mg/kg. Avant le traitement on remarque le fort signal des tissus lymphoides affectés (nceuds lymphatiques poplités,
mésentériques, médiastinaux, préscapulaires, sous-mandibulaires, et la rate). Le signal émis correspond a la consommation
de la molécule FLT (traceur) par les cellules malignes affectées. FLT = F-fluorothymidine. Adaptée d’aprés Vail et al.
(2009).
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4.6.8. Molécule caspase auto-activating compound 1 et induction de I’apoptose

En 2006 a été découverte une petite molécule, appelée caspase auto-activating
compound 1 (PACL1), capable de promouvoir I’activité de 1’enzyme procaspase-3 in vitro et sur des
modeles de xénogreffe chez la souris, induisant I’apoptose de cellules cancéreuses (Putt et al., 2006).
Les études d’administration par voie IV in vivo sur des souris montraient cependant une forte neuro-
toxicité qui ne permettait pas son utilisation clinique (Peterson et al., 2010). Un dérive de PAC-1
nommé S-PAC-1 a donc éte développé pour pallier cette trop grande toxicite (Peterson et al., 2010 ;
Ranieri et al., 2013a). 1l agit avec le méme mécanisme d’action mais sa particularité vient du fait qu’il
traverse moins facilement la barriere hémato-méningée.

La premiere évaluation clinique de ce compose fut réalisée chez le chien domestique (Peterson et
al., 2010). Apreés avoir fait état de 1’activité in vitro du S-PAC-1 et s’étre assuré que le produit pouvait
étre administré de maniére sire par voie intraveineuse continue compte tenu de sa faible demi-vie,
I’étude consistait en une perfusion de S-PAC-1 permettant d’atteindre une concentration d’équilibre de
10 umol/L pendant 24 a 72 heures, sur six chiens domestiques atteints de lymphome non-hodgkinien.
L’efficacité de ce protocole d’administration du S-PAC-1 a alors été évaluée. Bien que non
interprétable compte-tenu du faible nombre de cas (n=6 chiens), I’étude a prouvé que le traitement était
bien toléré et que quatre des six animaux avaient une maladie contrélée pendant quatre semaines, ce
qui était fortement encourageant pour la suite (Peterson et al., 2010).

Cette étude fait office d’étude pilote pour évaluer les molécules activatrices de procaspase-3
comme le S-PAC-1, qui est un candidat potentiel pour les futurs essais cliniques chez I’homme. Trés
récemment, un autre composé dérivé du PAC-1, semble-t-il plus puissant, le WF-210, a été testé sur
des modéles in vitro de lignées cellulaires cancéreuses humaines et in vivo sur des modeéles de
xénogreffe chez la souris (Wang et al., 2014).

4.6.9. Tester I’efficacité de molécules a activité anti-angiogénique

L’angiogenése est un processus primordial pour la progression tumorale. L’inhibition de cette
néo-angiogenése tumorale est I'une des approches importantes dans la thérapie anticancéreuse
(Folkman, 2007 ; Ranieri et al., 2006 ; Ranieri et Gasparini, 2001 ; Tabruyn et Griffioen, 2007). Des
progrés certains ont été faits dans la compréhension des mécanismes cellulaires au sein des cellules
endothéliales et des voies moléculaires ou interviennent les agents « angiostatiques ».

A I’heure actuelle, plusieurs inhibiteurs de ’angiogenése ont regu 1’approbation en thérapie anti-
cancéreuse et beaucoup sont dans les derniéres étapes des essais cliniques (Tabruyn et Griffioen,
2007). On retrouve des molécules comme la métallospondine, 1’angiostatine ou I’endostatine par
exemple.
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4.6.9.1. Molécule Thrombospondine 1 et les peptides mimétiques ABT

4.6.9.1.1. La protéine Thrombospondine 1, un inhibiteur direct de
[’angiogeneése

La thrombospondine 1 (TSP-1) est une protéine extracellulaire multifonctionnelle. C’est le
premier agent angiostatique a avoir été découvert (Good et al., 1990). Elle est effective sous sa forme
originelle et n’a pas besoin d’étre clivée. C’est un inhibiteur pléiotrope, capable de bloquer de
nombreux aspects de ’activation des cellules endothéliales (Rusk et al., 2006b). On le classe parmi les
inhibiteurs directs de 1’angiogeneése. Il fonctionne comme les molécules décrites dans le précédent
paragraphe, en activant I’apoptose des cellules endothéliales. Les études préliminaires chez le chien
montrent que TSP-1 a une activité anti-angiogénique en monothérapie sur plusieurs cancers canins
(Paoloni and Khanna, 2008).

4.6.9.1.2. Les essais cliniques sur les peptides mimétiques ABT

ABT-510 et ABT-526 sont deux peptides mimétiques (nonapeptides) de la thrombospondine 1
qui bloquent 1’angiogenése in vitro et in vivo chez les souris (Ranieri et al., 2013a). En continuité de
ces découvertes, différents essais étaient menés sur des cancers spontanés du chien domestique en
paralléle avec les essais cliniques chez ’homme, car ils possédent I’avantage contrairement a la souris
de représenter 1’organisation histologique particuliere des tumeurs humaines incarnée par une forte
hétérogénéité intra-tumorale (Paoloni et Khanna, 2008).

Parmi ceux-ci, un essai prospectif ouvert® a été réalisé sur ’ABT-510 et I’ABT-526 (Rusk et al.,
2006b). Celui-ci faisait intervenir 242 chiens avec différentes tumeurs malignes mesurables dont des
carcinomes, des lymphomes, des sarcomes et des mélanomes, avec ou sans thérapie précédent 1’essai.
Le traitement avec ces deux molécules était sir du point de vue de la toxicité. L activité anti-tumorale
était bonne surtout apres 60 jours d’exposition au traitement, sur ’ensemble des tumeurs de 1’étude.
De plus, les analyses sanguines révélaient 1’action de ces peptides dans la diminution du nombre de
cellules endothéliales circulantes.

Cette étude a fourni des données capitales de pharmacocinétique (comme la posologie
adéquates). Elle a servi de point de repére pour la durée d’exposition et la concentration de la
molécule, ce qui est primordial a connaitre pour obtenir une bonne activité anti-tumorale pour ce type
d’agent thérapeutique. Ces données observées chez le chien ont été¢ évidemment prises en compte pour
les essais de phases 1 et 2 chez ’homme, a savoir par exemple qu’il fallait au moins 30 jours de
traitement voire 60 pour observer un effet thérapeutique (Westphal, 2004). Le fait justement que les
réponses n’étaient pas constantes, souvent transitoires, et demandaient une longue exposition, a prédit
un taux de réponse médiocre en monothérapie dans les premieres évaluations conventionnelles chez
I’homme, ce qui suggéra de les tester plutot en combinaison d’autres agents anti-cancereux.

Un protocole de thérapie combinée a donc été testé sur les lymphomes non-hodgkiniens canins,
en supposant une activité synergique de la molécule ABT-526 avec une molécule cytotoxique, la
lomustine (Rusk et al., 2006a). Celui-ci obtint des résultats concluants, montrant que le TTP était
beaucoup plus élevé dans le lot des chiens recevant I’ABT-526 en combinaison avec la lomustine par

! Essai « ouvert » : Essai au cours duquel le patient et le prescripteur connaissent la nature et la dose du médicament
prescrit.
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rapport au groupe témoin avec la lomustine en monothérapie (respectivement 41 jours et 21 jours, p
inférieur a 0,05).

Plus tard et sur la base de ces premieres informations précliniques, des essais de phases 1 et 2 ont
été entrepris chez I’homme sur des sarcomes des tissus mous (Baker et al., 2008) et sur le glioblastome
(Nabors LB et al., 2010), confirmant les espoirs portés sur ces peptides a activité anti-angiogenique.

4.6.9.2. Utilisation des inhibiteurs des matrix metalloproteases

Les matrix metalloproteases (MMP) sont d’autres agents anti-angiogéniques. Ces molécules sont
impliquées dans la dégradation et le remodelage de la matrice extracellulaire et sont associées au
processus de tumorigenése. En effet elles participent a I’invasion tumorale et au processus
métastatique. C’est pourquoi des inhibiteurs de ces MMP ont été développés (Mannello et al., 2005).

Les premieres études précliniques étaient trés prometteuses (Coussens et al., 2002 ; Lana et al.,
2000) mais les premiers essais cliniques chez le chien et chez I’homme ont été décevants (Withrow et
al., 2012). En atteste une étude sur des chiens atteints d’ostéosarcome, traités avec de la doxorubicine
et un inhibiteur de MMP, le BAY 12-9566, pour laquelle la thérapie adjuvante avec cet agent
n’apportait aucun effet thérapeutique (Moore et al., 2007).

4.6.10. Utilisation des anti-inflammatoires non-stéroidiens pour le cancer de la vessie
4.6.10.1. La voie des cyclo-oxygénases et cancer

Les cyclo-oxygénases sont des enzymes présentes dans la cascade de 1’acide arachidonique, qui
existent sous deux isoformes, COX-1 et COX-2. COX-1 est ubiquitaire et produite de fagon
constitutive ; elle a essentiellement un réle de protection et de régulation en participant au maintien du
taux de prostaglandine nécessaire a I’homéostasie tissulaire. COX-2 est quant a elle plutdt inductible.
Elle produit notamment des prostaglandines impliquées dans des mécanismes inflammatoires et
douloureux. Elle est impliquée in vitro dans le développement et la progression neoplasique (Guerlin,
2013).

Par ailleurs, la surexpression de COX-2 est associée a plusieurs cancers a la fois chez I’homme
(tumeur vésicale, tumeur prostatique, tumeur du cdlon, tumeur du sein) et chez le chien (carcinomes
mammaires, carcinomes rénaux et vésicaux, carcinomes épidermoides, mélanomes de la cavité
buccale). L’activit¢ de COX-2 provient surtout de son action d’inhibition de 1’apoptose,
d’augmentation des capacités d’adhérence et de migration cellulaire et d’augmentation de la croissance
cellulaire et de la néovascularisation (Soyer et al., 2011).

4.6.10.2. Etude chez le chien

On a donc étudié les inhibiteurs de la voie de signalisation COX comme les anti-inflammatoires
non-stéroidiens (AINS) notamment chez le chien domestique. Les études concernaient essentiellement

le piroxicam qui était la molécule la plus employée historiquement méme si elle n’est pas spécifique de
I’isoforme COX-2.

L’évaluation portait_sur plusieurs tumeurs, principalement. des carc¢inames transitionnels de la
vessie pour lesquels le chien domestique est un excellent modele pour les'études translationnelles avec
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les tumeurs vésicales humaines (Knapp et al., 2000b, 1994, 1992 ; Knapp et Waters, 1997). Rappelons
que chez I’homme, plus de 12 000 personnes mouraient d’un carcinome transitionnel de la vessie
chague année aux Etats-Unis en 2000 et le besoin d’une thérapie plus efficace se faisait fortement
sentir (Knapp et al., 2000b).

Un travail de these vétérinaire réalisé en 2013 s’est attaché a analyser I’ensemble de la
bibliographie vétérinaire concernant les essais sur le piroxicam (Guerlin, 2013), en se posant une
question simple : « lorsqu’ils sont utilisés seuls et/ou en combinaison avec d’autres thérapeutiques
anticancéreuses, les AINS améliorent-ils la survie des carnivores domestiques atteints d’une
tumeur? ». L auteur rappelle que la recherche s’est surtout concentrée sur les tumeurs vésicales, puis
les lymphomes et les tumeurs mammaires. Il conclut qu’il n’existe pas de preuves suffisantes quant a
I’amélioration de la survie chez les chiens atteints de tumeurs et traités avec un AINS. La cause de ce
constat est un nombre insuffisant d’études comportant un groupe controle ou un effectif suffisant ;
elles comportent des plans thérapeutiques hétérogenes et trop de types tumoraux ne permettant pas une
méta-analyse globale.

Concernant les carcinomes transitionnels de la vessie chez le chien, les études se contredisent
que ce soit pour juger de ’efficacité du piroxicam en monothérapie ou en thérapie combinée avec les
dérivés platinés (Boria et al., 2005 ; Greene et al., 2007 ; Knapp et al., 2000b, 1994, 1992 ;
Mohammed et al., 2002).

De méme, d’autres investigations ont été faites sur d’autres tumeurs sans que des conclusions
pertinentes puissent en étre tirées concernant 1’ajout du piroxicam dans ces thérapies (Boria et al.,
2004 ; Chon et al., 2012 ; Mutsaers et al., 2002 ; Schmidt et al., 2001).

Quoiqu’il en soit, le piroxicam a déja montré des réponses anti-tumorales pouvant amener & une
réponse compléte méme en monothérapie, ce qui invite a I’étudier chez I’homme. Néanmoins, malgré
I’excellent modele que constitue le carcinome transitionnel de la vessie chez le chien in vivo pour son
équivalent humain, I’étude du piroxicam chez ce dernier n’a jamais été tentée car cela ne correspond
pas a la thérapie classique de cette tumeur (Knapp et Waters, 1997).

4.6.11. Utilisation du chien en tant que modéle pour tester les inhibiteur de LAT1
dans le traitement du mélanome malin chez I’homme

La protéine LAT1 (L-type amino acid transporter 1) est une protéine de transport des acides
aminés de type L. Il se trouve que cette protéine est surexprimée dans un grand nombre de tumeurs
chez I’homme par rapport aux tissus normaux (Kaira et al., 2008). Plus particulierement, LAT1 est
fortement exprimée en cas de mélanome chez I’homme. Une approche thérapeutique ciblant cette
protéine a donc été envisagée.

Récemment, une étude pilote utilisa le mélanome canin comme modéle d’étude pour explorer
cette approche thérapeutique (Fukumoto et al., 2013). Outre son comportement biologique semblable,
c’est surtout la forte incidence du mélanome dans cette espece qui était I’argument majeur pour utiliser
le chien comme modele pour cette approche. Vingt-cing échantillons de tissus de chiens atteints de
mélanome ont été récoltés pour les analyses. De fagon semblable & ’homme, la protéine LAT1 était
plus exprimée dans les tissus cancéreux que dans les tissus sains, et ce d’autant plus que la tumeur était
métastatique. L’étude montrait par ailleurs que les agents inhibiteurs testés supprimaient bien 1’activité
de transporteur de LAT1 et la croissance cellulaire. De plus, 1’ajout de ces agents améliorait de fagon
notable T’activit¢é anti-tumorale des agents anticancéreux traditionnels (carboplatine,
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cyclophosphamide, dacarzabine, doxorubicine, mitoxantrone, vincristine). Enfin, parmi ces agents
inhibiteurs, il semblait que le melphalan soit le plus intéressant a étudier.

En conclusion, cette étude a eté la premiére a montrer le potentiel des inhibiteurs de LAT1 pour
la thérapie du mélanome, notamment en tant qu’agent adjuvant. Ces études sont d’autant plus
importantes qu’a I’heure actuelle, malgré les différents protocoles de chimiothérapie disponibles pour
le mélanome, aucun ne donne des résultats réellement satisfaisants.

4.6.12. L’apport du chien domestique dans le développement de I’approche
immunothérapeutique

Dans la recherche comparative en immunothérapie anticancéreuse, on se base sur I’idée que le
systéeme immunitaire de nos animaux domestiques intervient de facon certaine comme chez I’homme
dans le développement des tumeurs. On utilise ainsi cette similarité biologique pour tester des
approches d’immunothérapie chez le chien domestique (Paoloni et Khanna, 2008). Il y a plus de trente
ans maintenant, pendant les années 1980, I’immunothérapie devait encore faire ses preuves chez les
animaux de compagnie malgré son efficacité théorique et son utilisation clinique historique.
Néanmoins, on savait déja que le succés de I’immunothérapie anticancéreuse reposait sur la possibilité
d’induire, d’augmenter ou bien de débloquer la réponse immunitaire anti-tumorale de I’individu
(Rutten et al., 1990).

Certains agents faisant partie de différentes stratégies d’immunothérapie ont déja été traités
précédemment. Dans cette partie, on discutera des apports ponctuels du chien domestique pour
I’immunothérapie active spécifique utilisant la vaccination anti-tumorale d’une part et passive avec des
anticorps monoclonaux d’autre part.

4.6.12.1. Le vaccin a ADN contre la tyrosinase humaine pour le mélanome canin

L’immunothérapie spécifique repose sur le fait qu’il existe des antigénes spécifiques de
différents types pour une tumeur donnée. lls seront la cible de lymphocytes T cytotoxiques. Ces
vaccins ont une visée curative en immunothérapie cancéreuse : 1’induction d’une réaction immunitaire
forte vis-a-vis de I’un de ces antigénes doit entrainer un rejet de la tumeur (Caplier, 2008).

L’idée d’une vaccination a 1’aide d’un vaccin a ADN transmis par un plasmide repose sur le fait
qu’ils sont faciles et peu colteux a produire (Bergman et al., 2003 ; Liu, 2011). Des études
préliminaires ont déja montré que I’utilisation d’un antigéne tumoral, ou de I’ADN provenant de
I’espéce cible ne permettait pas d’obtenir une réponse immunitaire efficace ; il fallait utiliser un géne
orthologue provenant d’une autre espece (Weber et al., 1998).

Rappelons que les mélanomes humains et canins sont trés proches biologiquement. Ce sont des
tumeurs qui doivent étre traitées de facon agressive trés rapidement et qui sont souvent chimio-
résistantes. L’immunothérapie active spécifique représentait alors une stratégie potentielle. Diverses
stratégies de vaccination avaient déja été tentées pour traiter le mélanome canin (Dow et al., 1998 ;
Hogge et al., 1999, 1998). Méme si certaines produisaient une réponse anti-tumorale, les procédés
d’obtention de ces vaccins étaient lourds et difficiles (Bergman et al., 2003), c’est pourquoi la
recherche s’est tournée vers I’utilisation d’ADN xénogénique plus facile a produire.

A partir de 13, des recherches ont été menées pour créer un vaccin contre le mélanome canin en
utilisant I’ADN de la tyrosinase humaine, une glycoprotéine mélanosomale, qui constitue un des
antigénes tumoraux du mélanome. Par ce procédé, I’ADN est transmis grace a un plasmide a ADN
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hautement purifié. Le gene de la tyrosinase humaine ainsi transféré au chien est qualifié
d’immunogene xénogénique.

Des études ont été menées en collaboration entre des équipes vétérinaires du Animal Medical
Center et des équipes de medecine humaine du Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, depuis le
début des années 2000 pour développer ce type de vaccin chez le chien et chez I’homme (Bergman,
2010). Plusieurs essais successifs ont été menés chez le chien domestique atteint de mélanomes a des
stades avancés (stades 2, 3 et 4), majoritairement localisés dans la cavité buccale. Les premiers essais
de phase 1 montraient tout d’abord que la vaccination, réalisée deux fois par semaine pendant un mois
par voie intramusculaire, n’entrainait qu’une légere toxicité locale mais aucune toxicité systémique
(Bergman et al., 2003). Les essais suivants étaient concluants puisqu’on obtenait une réponse
immunitaire conduisant a un rejet de la tumeur et une augmentation du temps de survie (Bergman et
al., 2006). Cette réponse immunitaire anti-tumorale se traduisait par la production d’anticorps anti-
tyrosinase humaine qui ciblaient bien évidemment les cellules canines ayant intégré le géne
correspondant et produisant la tyrosinase humaine mais aussi les cellules tumorales produisant la
tyrosinase syngenique, par réaction croisée. La concentration en anticorps anti-tyrosinase eétait
augmentée d’un facteur deux a cinq sur les chiens présentant une réponse immunitaire a la vaccination,
ce qui suggerait que la tyrosinase humaine utilisée comme immunogene arrivait a rompre la tolérance
envers la tyrosinase canine autologue jusqu’alors présente (Liao et al., 2006). Enfin, I’observation de
cette réponse immunitaire humorale concomitante a la réponse anti-tumorale confirmait 1’apport
thérapeutique que pouvait apporter ce traitement. Ceci est d’autant plus important que 1’on veut parier
sur I’effet adjuvant de ce protocole pendant la maladie résiduelle.

C’est en Juin 2007 que ce vaccin a8 ADN a regu I’approbation sous le nom déposé ONCEPT® et
a été commercialisé par le laboratoire Mérial, dans le cadre du traitement du mélanome canin avancé
(Bergman et al., 2006).

Le développement réussi de ce type de vaccin qui s’est révélé efficace pour le mélanome canin
laissait suggérer le développement ultérieur d’un vaccin semblable pour le traitement du mélanome
humain. De fait des essais cliniques chez I’homme ont débuté en 2005 sur les vaccins a ADN en
utilisant différents antigénes xénogeéniques de protéines mélanosomales de souris principalement avec
des premiers résultats prometteurs (Ginsberg et al., 2010 ; Perales et al., 2008 ; Wolchok et al., 2007 ;
Yuan et al., 2009).

Cet exemple illustre bien que les centres de recherche de médecine vétérinaire et humaine

peuvent travailler de fagon productive et bénéfique pour I’amélioration de la thérapie a la fois chez les
patients humains et animaux (Paoloni et al., 2009b).
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4.6.12.2. Le lymphome canin, un modele pour la chimio-immunothérapie faisant
intervenir des vaccins anti-tumoraux et des anticorps monoclonaux

4.6.12.2.1. Les extraits de cellules tumorales adjuvées

C’est dans le cadre du lymphome canin qu’a été explorée dans les années 1970 la chimio-
immunothérapie. Des chercheurs montraient déja que I’injection d’extraits de cellules tumorales
associées a un adjuvant avait des effets beénéfiques si on la combinait avec les thérapies
conventionnelles, notamment sur le temps de survie (Benjamini et al., 1976 ; Theilen et al., 1977,
1977).

4.6.12.2.2. Le lymphome et les anticorps monoclonaux testés chez le chien

Initialement, les anticorps monoclonaux étaient essentiellement utilisés en oncologie dans le
traitement des leucémies et des lymphomes. A 1’heure actuelle, de nombreux anticorps monoclonaux
existent pour différents cancers de I’homme, en monothérapie ou en association avec une
chimiothérapie. Ils ont pris place dans le traitement standard de nombreuses formes de cancer. Ainsi,
pour exemple, le rituximab (anti-CD20, Mabthera®) est tres efficace dans le traitement des
lymphomes, le trastuzumab (Herceptin ®) représente une percée majeure dans le traitement du cancer
du sein exprimant HER2, ou encore le cétuximab (anti-EFGR) et le bévacizumab (anti-VEGF) pour
différents type de carcinomes (Soyer et al., 2011).

Méme si maintenant I’utilisation des anticorps monoclonaux de derniére génération est réservée
a la médecine humaine, les premiéres investigations de ces anticorps ont été conduites chez des chiens
atteints de lymphome spontané. Ceux-ci ont servi de modéles pour évaluer I’efficacité d’anticorps
monoclonaux ciblant les lymphocytes tumoraux (Crow, 2008). En 1996 par exemple, le rble des
anticorps monoclonaux a été exploré lors d’une étude prospective multi-institutionnelle sur des chiens
atteints de lymphome non-hodgkinien que 1’on traitait avec un anticorps monoclonal CL/Mab 231,
pour canine lymphoma monoclonal antibody 231 (Jeglum, 1996). Il s’agissait d’un anticorps
monoclonal dérivé d’un anticorps de souris, dont la structure était celle d’une immunoglobuline G
(Steplewski et al., 1987). Le canine lymphoma Mab 231 avait obtenu ’approbation en 1992 aux Etats-
Unis en tant que thérapie adjuvante a la chimiothérapie pour les chiens atteints de lymphomes non-
hogdkiniens. Il n’est plus utilisé aujourd’hui (Jeglum, 2009).

Sur la base de ces recherches se sont développées des thérapies utilisant des anticorps
monoclonaux non conjugués, et des anticorps monoclonaux conjugués a des radionucléides (radio-
immunothérapie) dans les lymphomes humains. Ceci a conduit a la création en 1997 du rituximab,
premier anticorps monoclonal a avoir obtenu 1’autorisation de mise sur le marché par la FDA dans le
traitement du lymphome a cellule B chez I’homme (Crow, 2008).

Quand on refléchit aux anticorps monoclonaux utilisés chez le chien, il faut bien prendre en
compte le fait que la partie Fc de ces anticorps, celle qui n’est pas impliquée dans la reconnaissance de
I’antigéne, est dérivée d’une séquence protéique d’une autre espece, I’homme ou la souris. Elle est
donc considérée comme étrangere par le systéme immunitaire. D’ou le fait que des traitements répétés
avec des anticorps qui ne dérivent pas d’une séquence canine vont entrainer tres rapidement une
inactivation de ces anticorps. Puis, une toxicité risque d’apparaitre, ce qui annihilera leur efficacité
avec le temps. On envisage de plus en plus I’opportunité de fabriquer des anticorps « caninisés ».
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L’apport de notre chien domestique dans I’immense développement de ces anticorps
monoclonaux reste néanmoins cloisonné aux premiers stades du développement lorsque la recherche
balbutiait encore sur leur utilisation et cherchait & déterminer leur innocuité et leur utilité.

L’immunothérapie anticancéreuse s’est grandement développée en médecine humaine ces
derniéres années, avec un large éventail d’approches possibles. La plus grande réussite est sans
conteste celle des anticorps monoclonaux, méme si la piste de la vaccination anti-tumorale apporte de
gros espoirs pour une utilisation dans un avenir proche. En médecine vétérinaire, la trés grande
majorité des protocoles et des connaissances en matiére d’immunothérapie sont tirés de la médecine
humaine. D’ailleurs, on commence a peine a voir apparaitre les premicres études préliminaires utilisant
des anticorps monoclonaux chimériques, issus d’anticorps humains et murins, pour le traitement du
lymphome canin. En conclusion, les apports concrets des cancers spontanés canins sont donc epars,
méme si ¢’est bien en médecine vétérinaire que le premier vaccin anti-tumoral contre le mélanome a
recu une approbation.

4.7. Le chien a permis de tester d’autres stratégies thérapeutiques

Il s’agit la de présenter des approches permettant d’améliorer des traitements déja existant, par
exemple en utilisant une voie d’administration plus adéquate par rapport a la tumeur visée.

4.7.1. L’aérosolthérapie pour traiter les atteintes pulmonaires
4.7.1.1. Avantages

En ce qui concerne les atteintes pulmonaires, comme les carcinomes pulmonaires ou les
métastases pulmonaires provenant d’autres tumeurs primaires, la recherche s’est intéressée a
I’administration par aérosol pour cibler de maniere locale, les lésions proches des alvéoles
pulmonaires. Cette approche présente de nombreux avantages par rapport aux voies orale ou
parentérale :

- elle permet une absorption de la molécule sur une grande surface d’échange ;
- elle évite une premiere dégradation de la molécule par le foie ou les intestins ;
- il s’agit d’une voie d’administration non invasive ;

- elle s’utilise avec des faibles doses et limite donc les effets systémiques.

4.7.1.2. Le chien domestique utilis¢ comme mod¢le d’étude

La encore, la similarité de taille et d’anatomie, dans notre cas précis de 1’arbre respiratoire entre
I’homme et le chien, ont encouragé les chercheurs a faire un premier point sur des methodes
d’administration d’agents thérapeutiques par aérosol chez le chien.

Les premiers agents thérapeutiques testés étaient des molécules cytotoxiques et des cytokines.
Une premiere étude preuve-de-concept utilisa des chiens avec des cancers spontanes primaires des
poumons ou métastasés (sarcomes, carcinomes, mélanomes) comme modele d’étude (Hershey et al.,
1999). Le protocole consistait en des inhalations bimensuelles d’agent cytotoxique (paclitaxel ou
doxorubicine) pendant au moins six mois. Le critére d’efficacité du traitement était 1’évolution des
lésions radiographiques. Parmi les 24 chiens de I’étude, six (25 %) ont présenté une réponse objective
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au traitement (une réponse complete et cinq réponses partielles). Aucune toxicité locale n’était notée
avec le paclitaxel. Certains chiens présentaient neanmoins des lésions de fibrose avec la doxorubicine.
Malgré cela, on avait la la preuve d’absence de toxicité systémique lorsque des molécules de
chimiothérapie efficaces étaient administrées par inhalation. L’efficacité obtenue était trés
encourageante quand on prend en compte le fait que la plupart de ces chiens avaient déja subi des
traitements standards de chimiothérapie qui n’avait pas fonctionné (Hershey et al., 1999).

Puis d’autres auteurs se sont intéressés a I’immunothérapie par des cytokines en aérosol comme
I’IL-2 contenue dans des liposomes (Khanna et al., 1997a, 1997b, 1996 ; Khanna et Vail, 2003). Un
des procédés utilisés pour la nébulisation est illustré sur la figure 25.

Ces précedentes études chez le chien domestique ont fortement contribué a préparer les essais
cliniques de phase 1 et 2 chez ’homme dans la thérapie du cancer du poumon (Darwiche et al., 2013 ;
Otterson et al., 2010, 2007 ; Rao et al., 2003a). Ce secteur n’aurait pas été aussi actif si I’on n’avait
pas montré ’efficacité de cette voie sur le modele canin (Rao et al., 2003b).

Figure 25 : Technique utilisée pour la nébulisation des chiens. Les chiens subissaient un entrainement peu
contraignant d'une semaine pour s’habituer au procédé. Adaptée d’aprés Khanna et al. (1996).
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4.7.2. L’hyperthermie combinée a la radiothérapie et la radiofréquence percutanée

En plus de la chimiothérapie ou de la radiothérapie, il a été exploré il y a plus d’une trentaine
d’années la technique d’hyperthermie qui permettait d’augmenter 1’efficacité des traitements, en
rendant les cellules cancéreuses plus sensibles aux effets des rayons et de certains agents anti-
cancéreux, réduisant le nombre de séances nécessaires (Dewhirst, 1989). Le principe est simple et
repose sur un réchauffement superficiel de la zone affectée a 1’aide d’un applicateur. Des micro-ondes
sont utilisées et soumettent les tissus a des températures élevées allant jusqu’a 43 degrés. La chaleur
produite dilate les vaisseaux sanguins autour de la tumeur d’ou une augmentation de globules rouges
saturés en oxygéne dans la tumeur. C’est cet oxygéne qui va réagir avec les rayons lors de la
radiothérapie.

Les premicres données de faisabilité et d’efficacité concernant 1’hyperthermie combinée a la
radiothérapie remontent a 1984. Elles ont été obtenues chez un chien atteint d’hémangiopéricytome
(Richardson et al., 1984). Quelques années plus tard, une étude de phase 3 testait cette combinaison
sur des chiens atteints de différentes tumeurs localisées. Différents lots étaient constitués en fonction
du type histologique de la tumeur et du protocole employé. Dans tous les cas, I’ajout de I’hyperthermie
augmentait considérablement le taux de réponse compléte quelle que soit la nature histologique de la
tumeur et sa localisation. Par ailleurs, cette étude semblait fournir un couple température/durée
d’exposition efficace (Denman et al., 1991). Ces études ont servi de modéle pour lancer les essais chez
I’homme chez lequel ont été obtenus des résultats intéressants sur les tumeurs localisées au bassin
(vessie, rectum, utérus) (van der Zee, 2000).

L’ablation thermique par radiofréquence percutanée est une autre technique d’hyperthermie. Il
s’agit d’une technique relativement récente utilisée pour pratiquer 1’exérése de nodules tumoraux et de
métastases, au départ dans le tissu hépatique. C’est un traitement qui détruit la tumeur par la chaleur et
qui est réalisé a travers la peau au moyen d’une aiguille en métal. Elle est utilisée quand 1a chirurgie
est contre-indiquée (INCa. La destruction tumorale percutanée : la radiofréquence. [En ligne].
[http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/cancer-du-foie/radiofrequence]. (Consulté le
10/10/2014).).

En 1992, I’utilisation de cette technique pour le cancer du foie a été reconnue (McGahan et al.,
1992) mais son utilisation pour les tumeurs pulmonaires est encore peu étudiée. Des études chez le
chien ont montré qu’il est possible d’utiliser cette technique sur des nodules pulmonaires, avec une
efficacité immédiate et une bonne faisabilité. La nécrose par coagulation thermique était compleéte sur
I’ensemble des nodules (Ahrar et al., 2003).
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5. INTERVENTION DU CHIEN DOMESTIQUE DANS LES
ESSAIS CLINIQUES : ESSOR DE L'ONCOLOGIE COMPAREE

Le développement d’un agent anticancéreux débute avec des études in vitro sur des lignées
cellulaires avant de s’engager a différents degrés sur des recherches sur les animaux de laboratoire
(souris, rat, chien, chimpanzé), pour arriver in fine aux essais cliniques chez I'hnomme.

Face au constat alarmant du ralentissement du développement pharmaceutique notamment en
cancérologie, ’oncologie comparée étudiant les cancers spontanés de nos chiens de compagnie
apparait comme une des solutions possibles. Elle représente une passerelle entre les premiéeres études
précliniques chez la souris et les essais cliniques en thérapeutique humaine.

5.1. I’industrie pharmaceutique Subit un ralentissement dans le
développement de molécules anti-tumorales

5.1.1. L’immense avancée avec la découverte de la chimiothérapie

Depuis une soixantaine d’années, des essais cliniques sont menés et des progrés majeurs ont été
faits dans le domaine de la cancérologie, notamment par le développement de ’ensemble des
protocoles de chimiothérapie de plus en plus perfectionnés (Frei et al., 1958). Maintenant, ces
premiéres molécules a action cytotoxique laissent une place grandissante aux thérapies ciblées méme
s’il existe un consensus pour penser qu’il sera plus intéressant de combiner 1I’ensemble de ces
approches.

5.1.2. Industrie pharmaceutique en crise dans le domaine de la cancérologie

A cause de décisions politiques mais aussi fiscales, les revenus de I’industrie pharmaceutique
augmentent peu (DiMasi et Grabowski, 2007). Au cours des années 2000, le nombre de certifications
et d’acceptations de dossier ’AMM a diminué, sans doute parce que I’on s’attaque maintenant a des
maladies complexes et difficiles a soigner. De nombreuses revues de médecine humaine ont pointé du
doigt les difficultés rencontrées pour découvrir de nouvelles thérapies et de nouvelles molécules dans
le domaine du cancer. Les traitements anticancéreux sont les plus chers et les plus longs a développer
et le taux de réussite est médiocre. Actuellement, il semble inutile de rechercher de nouvelles
molécules cytotoxiques. Il faut se concentrer sur des molécules a action ciblée et trouver des cibles
thérapeutiques (Brown et al., 2011 ; Gordon et al., 2009 ; Gupta et al., 2011 ; Kamb et al., 2007 ;
Kummar et al., 2008, 2006 ; Millar et Lynch, 2003 ; Vail, 2007).

5.1.2.1. Des essais cliniques longs et colteux
Tout d’abord, rappelons que les recherches dans les essais cliniques sont longues puisqu’elles
durent en moyenne un peu plus de 13 ans. L’industrie pharmaceutique a investi beaucoup d’argent en

recherche et développement pour la découverte de nouvelles molécules, avec un budget presque
doublé au début des années 2000 (Kola et Landis, 2004 ; Paoloni et Khanna, 2008). L’investissement
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moyen est estimé a 1,8 milliards de dollars pour conduire une molécule supposée intéressante a son
utilisation clinique au chevet du patient (Vail, 2007).

Ce sont surtout les éetudes de phase 3 qui sont les plus colteuses et les plus longues, c’est
pourquoi certaines revues cherchent a définir des criteres de décision pertinents autorisant le passage
d’une molécule de la phase 2 a la phase 3 (Roberts et al., 2003).

5.1.2.2. Des essais cliniques difficiles avec de nombreux échecs

Les essais cliniques sont menes par des compagnies pharmaceutiques privées mais aussi par des
organisations non gouvernementales a visée non lucrative comme le National Cancer Institute (NCI)
aux Etats-Unis, 1’Organisation Européenne pour la Recherche et le Traitement du Cancer (EORTC) et
le Cancer Research UK (CRUK). Elles ceuvrent pour promouvoir la lutte contre le cancer en pilotant
des essais cliniques de qualité (Narang et Desai, 2009).

Le taux de réussite moyen d’aboutissement a I’AMM pour une molécule pour 1’industrie
pharmaceutique aux Etats-Unis n’a été que de 11 % entre 1991 et 2000. Il varie énormément selon les
secteurs : il est de 20 % dans le domaine de la cardiologie et seulement de 5 % en oncologie (Kola et
Landis, 2004). En un peu plus de dix ans, 800 nouveaux agents anticancéreux ont été découverts mais
seulement 1 sur 20 a pu franchir toutes les étapes du développement (Campone et Frenel, 2012 ; Gupta
etal., 2013).

Cela s’explique par les nombreux échecs et abandons survenant au cours des essais cliniques.
Bien trop souvent le développement d’une molécule pourtant prometteuse au départ est finalement
abandonné. Malgré les preuves de I’efficacité des molécules dans des modéles précliniques comme la
souris, de nombreux agents échouent dans les essais chez ’homme a cause d’un manque d’efficacité
ou d’une toxicité jugée inacceptable. Ces deux points représentent chacun 30 % des échecs (Kamb et
al., 2007 ; Kola et Landis, 2004 ; Paoloni et Khanna, 2008).

Malheureusement, ces échecs sont tardifs car ils surviennent a la fin du processus de
développement, principalement lors des phases 2 et 3. Pour donner un chiffre, le taux d’échec en phase
3 est estimé a 59 %, c’est-a-dire que 6 molécules sur 10 entrant en phase 3 ne prouvent pas leur
supériorité par rapport au traitement standard avec lequel on les compare (Kola et Landis, 2004). 1l y a
donc un lourd investissement en temps et en argent qui n’est pas récompensé, du moins en partie. Cette
problématique d’échec tardif notamment en phase 2 est fortement ancrée dans ’actualité avec le
développement des molécules a action ciblée qui, comme indiqué précédemment, ont une efficacité
difficile a objectiver concrétement.

La progression d’une molécule dans les essais cliniques, basée au départ sur des modeles
précliniques, demande donc que ces modeles fournissent des informations de bonne qualité pour les
tests ultérieurs chez les patients humains, ce qui est loin d’étre toujours le cas (Gordon et Khanna,
2010).

5.1.2.3. Une voie de développement linéaire non adaptée pour la cancérologie

On se demande parfois si le schéma des essais cliniques actuel est vraiment pertinent pour le
secteur si particulier de la cancérologie. Le probleme est surtout que les questions posées en phase 2
sont complétement différentes de celles de la phase 3 (Gordon et Khanna, 2010). A I’heure de la
médecine personnalisée, le développement de tout nouvel agent non cytotoxique ne peut pas se
concevoir comme celui d’un agent cytotoxique. Il est important de définir la cible et sa pertinence, et
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de posséder un test prédictif d’efficacité de cet agent. Le modele des cancers d’apparition spontanée
chez le chien domestique parait comme le plus pertinent pour répondre a ces problématiques.

5.2. L’intérét d’utiliser le chien domestique pour des études préclinigues

Le modele du chien domestique présente de nombreux avantages dans le cadre du
développement thérapeutique de nouvelles molécules anticancéreuses.

D’une part, les essais chez le chien ne sont pas contraints de passer par les étapes successives et
indispensables des phases 1, 2 et 3. Les agents peuvent étre directement testés en monothérapie ou bien
au sein d’une thérapie multimodale, a n’importe quel moment du stade de la maladie, sur des animaux
naifs de tout traitement antérieur. Par cela, on peut évaluer 1’efficacité des molécules qui agissent dans
le cadre de la maladie résiduelle, comme par exemple apres la résection d’une tumeur localisée lors
d’ostéosarcome (Kurzman et al., 1995).

D’autre part, rappelons que les essais cliniques randomisés sur un nouvel agent durent environ
un a trois ans pour les animaux domestiques alors que chez ’homme ils demandent cinq a quinze
anneées de développement (Hansen et Khanna, 2004).

Enfin, le modele canin facilite la réalisation d’études preuve-de-concept performantes dans les
premiéres étapes de développement. Celles-ci montrent que la cible moléculaire est bien atteinte et que
son action a un impact biologique sur la tumeur. Ceci doit contribuer a réduire les échecs tardifs dans
les derniéres phases des essais cliniques (Kola et Landis, 2004).

Notons que 1’essai préclinique devra se contenter de répondre a une question précise que 1’on se
pose concernant une problématique chez ’homme qui ne pouvait trouver réponse lors des essais
précliniques sur les modeles traditionnels (Khanna et al., 2009). L’un des défis de 1’oncologie
compareée est justement de poser les bonnes questions aux bons modéles.

La figure 26 illustre les voies de développement en paralléle des essais cliniques chez le chien et
chez ’homme, et les différentes passerelles empruntées.
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Figure 26 : Mise en paralléle des voies de développement thérapeutique chez le chien (au-dessus) et
chez ’homme (en dessous). On visualise sur ce schéma les différentes passerelles possibles de ’homme au chien (cas

le plus fréquent) et du chien a ’homme (apports d’informations précieuses concernant une nouvelle thérapie). Adaptée
d’aprés Rowell et al. (2011).
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5.3. L’essor de I’oncologie comparée

5.3.1. Définition et principe

L’oncologie comparée ou comparative est 1’étude des cancers d’apparition spontanée des
animaux domestiques comme modéles pour les cancers chez ’homme. Cela repose sur le fait que de
nombreux cancers chez le chien ressemblent par bien des points a leur homologue chez I’homme. 1l
s’agit ni plus ni moins de I’application du concept « One Health » (une santé) qui explique que les
especes animales peuvent étre sujettes aux mémes maladies et aux mémes maux que I’homme, que
I’on fait tous partic du méme monde et qu’il sera plus productif d’envisager la médecine de
maniere globale plutdt que de la diviser en fonction des especes.

L’oncologie comparée a pour objectif de donner les moyens d’inclure les cancers d’apparition
spontanée, autrement dit non provoqués artificiellement, dans les essais cliniques et les études sur le
cancer (Paoloni et al., 2009b; Paoloni et Khanna, 2008 ; Vail, 2007).

Le Dr Chand Khanna, créateur du Comparative Oncology Program (COP) que nous allons
décrire dans un instant, résume judicieusement 1’oncologie comparée par cette question : « Si nous
avons une question concernant un cancer chez [’homme, cette question se pose-t-elle aussi pour le
modele canin et pouvons-nous y répondre ? » (Khanna, 2014).

5.3.2. La création du Comparative Oncology Program aux Etats-Unis

L’oncologie comparée est dirigée aux Etats-Unis par le National Cancer Institute. Il s’agit d’une
des missions du Centre de Recherche sur le Cancer (Center for Cancer Research, CCR). Sa visée
premiere est le développement et la création de nouvelles stratégies thérapeutiques pour soigner le
cancer.

5.3.2.1. Création du Comparative Oncology Program et objectifs

Le NCI a lancé en 2003 le COP. Cette date marque déja une premiere prise de conscience
collective de I’intérét du chien domestique comme modele pour le développement thérapeutique en
cancérologie. Les objectifs du COP sont :

- d’établir un réseau multicentrique et collaboratif de pdles scientifiques ayant leur propre
programme d’oncologie comparée. Ceux-Ci pourront organiser des essais précliniques
incluant des chiens domestiques pour évaluer les nouvelles stratégies thérapeutiques
anticancereuses ;

- de développer et compléter I’ensemble des outils et réactifs nécessaires pour étudier la
biologie du cancer chez le chien domestique dans les domaines de la génétique, de la
biologie moléculaire et de la biochimie ;

- de promouvoir une prise de conscience collective de I’intérét d’utiliser les cancers
d’apparition spontanée des animaux de compagnie au sein de la communauté scientifique.

Ces objectifs sont compris au sein d’une mission globale : utiliser les cancers des animaux

domestiques pour générer de nouvelles informations a propos du cancer, de tester de nouvelles
approches sur des modeles in vivo et développer de nouvelles options thérapeutiques pour la gestion du
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cancer chez I’lhomme (Withrow et al., 2012). Notons que le programme est beaucoup plus centré sur le
développement thérapeutique que sur la biologie tumorale.

Dans le cadre du COP, les chiens domestiques entrant dans les essais cliniques bénéficient des
derniers traitements mis en place et des derniéres techniques de pointe au méme titre qu’un patient
humain. Les propriétaires sont accompagnés dans ces démarches avec leurs animaux par des
vétérinaires spécialistes en oncologie quelle que soit I’issue des essais cliniques. Il s’agit 1a d’un
véritable échange donnant-donnant (Paoloni et Khanna, 2008).

5.3.2.2. Les stratégies adoptées

Le COP adopte plusieurs voies pour accélérer le développement pharmaceutique chez 1’homme :

- eliminer rapidement les molécules sans réel avenir dans la voie de développement, ce qui
limitera les dépenses inutiles ;

- réaliser des comparaisons précliniques de plusieurs molécules équivalentes afin de choisir la
plus performante, ¢’est la stratégie du « pick the winner » ;

- déterminer la dose a utiliser chez ’homme en déterminant celle chez le chien, la
pharmacocinétique chez le chien pouvant se servir de prélevements multiples a de nombreux
temps de 1’étude ;

- effectuer des analyses anatomopathologiques translationnelles a partir d’échantillons
canins ;

- fournir un modele approprié pour tester [’efficacité de molécules a vocation
adjuvante comme celles actives sur les micro-métastases et non sur la tumeur primaire ;

- optimiser les études de toxicité.

5.3.2.3. Budget et financement

Le COP bénéficie de fonds générés en grande partie par le financement (par sponsoring) de
I’industrie pharmaceutique. C’est une obligation pour que le COP puisse utiliser les toutes derniéres
technologies développées en médecine humaine chez le chien, comme les micro-arrays ou la
protéomique.

5.3.3. Le Comparative Oncology Trials Consortium

Le COP a fondé le Comparative Oncology Trials Consortium (COTC) pour mener 1’ensemble
des études précliniques. Ces études sont completement intégrées dans la voie de développement
pharmaceutique d’une molécule étudiée, et ont pour but de répondre a des problématiques ou des
questions ou les modeles précliniques conventionnels ou les premieres études chez I’homme échouent
(Gordon et al., 2009 ; Paoloni et al., 2009b).

Le COTC prévoit de mettre en avant I’approche comparative, d’intégrer plus largement celle-Ci
dans le développement thérapeutique et le processus d’autorisation et de certification des nouveaux
agents anti-cancéreux.
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5.3.3.1. Les universités vétérinaires en coopération dans tous les Etats-Unis

Les essais précliniques sont organisés sur vingt sites différents couvrant I’ensemble des Etats-
Unis (figure 27). Ce sont des hépitaux universitaires vétérinaires faisant partie du COP dont ils
dépendent pour décider des projets. lls sont sous la tutelle du Center for Cancer Research (CCR) du
NCI. Les essais menés sont de grande échelle, prospectifs, multicentriques, randomisés et contrdlés
afin de pouvoir réaliser des analyses statistiques pertinentes par la suite. L’oncologie comparée se voit
bénéficier avec le COTC de multiples infrastructures ce qui lui faisait défaut jusqu’a maintenant et
freinait sa mise en place pratique. L’ensemble des recherches menées sont publiées dans le journal
PL0S ONE pour faciliter I’accés aux informations (Gordon et al., 2009 ; Paoloni et Khanna, 2008).

5.3.3.2. Les priorités des études précliniques du COTC

Le COTC adopte une démarche intégrée, c’est-a-dire que les essais cliniques menés sont fait
dans I’optique de 1’oncologie comparée, dans le but de produire des informations a la fois chez
I’homme et chez I’animal. On n’est plus dans le cas des essais chez le chien ou I’on extrapole
fortuitement des informations pour la médecine humaine ensuite. Ici, les essais sont prévus
expressement pour cela.

L’objectif est de pouvoir répondre a une multitude de questions sur la biologie des nouvelles
molécules anticancéreuses concernant (Khanna et al., 2009) :

- la pharmacocinétique,

- la pharmacodynamie,

- latoxicité,

- ladose et le schéma thérapeutique,

- I’identification de marqueurs biologiques pertinents.

Au final, il est possible a I’issue des essais de prendre des décisions de type go-no-go et de
transférer rapidement les données obtenues aux essais cliniques de phase 1 et 2 chez ’homme.
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Figure 27 : Les centres universitaires membres du Comparative Oncology Trials Consortium. Adaptée
d’aprés Khanna (2014).
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5.3.3.3. Création du COTC Pharmacodynamic Core

Le COTC Pharmacodynamic Core (PD Core) a été dans le méme temps créé par le COP pour
soutenir le COTC. Il s’agit du pdle pharmacodynamique du COTC. Il fournit I’apport technique et
scientifigue nécessaire pour analyser et valider les données de pharmacocinétique et de
pharmacodynamie obtenues. Il aide dans la construction des études précliniques en proposant les
criteres biologiques pertinents a utiliser.

Il s’agit d’un véritable laboratoire virtuel proposant des services multidisciplinaires (Paoloni et
al., 2010a). En effet, il bénéficie de 1’expertise de nombreux scientifiques et dispose d’infrastructures
diverses dans la communauté scientifique vétérinaire. Les différents services proposés regroupent :

- L’anatomie pathologique,
- I’immunohistochimie,

- I’immunocytochimie,

- la cytométrie de flux,

- la génomique,

- la protéomique,

- la pharmacocinétique,

- la biologie cellulaire.

Enfin, le PD Core a établi un logiciel informatique de gestion de données électroniques
permettant d’archiver les données de chaque essai en temps réel. L’information scientifique est donc
facilement partagée (Paoloni et Khanna, 2008).

5.3.3.4. Le Canine Comparative Oncology and Genomics Consortium et la création
d’une banque tissulaire

Au méme titre que le COTC, le COP a créé en 2006 le Canine Comparative Oncology and
Genomics Consortium (CCOGC). Ce consortium se concentre sur la génétique et la biologie du cancer,
en construisant des infrastructures regroupant 1’ensemble des outils génétiques et biologiques
nécessaires pour I’é¢tude du modele canin. Il facilite le partenariat et la collaboration entre de
nombreuses disciplines : vetérinaires, médecins spécialistes en oncologie, chirurgiens, anatomo-
pathologistes, genéticiens, chercheurs en biologie cellulaire et moléculaire, avec un intérét commun
pour 1’étude comparative des génomes humains et canins et du cancer (Mack, 2006, 2005).

Ses missions principales sont le développement de réactifs et la construction d’une banque de
matériel biologique. Cela a abouti a la construction d’un Véritable centre de stockage pour I’ensemble
de cette banque, constituée de tissus tumoraux et sains obtenus a partir des biopsies faites pendant les
études du COTC sur les chiens domestiques.

Cette banque doit remplir plusieurs criteres comme : se focaliser sur des cancers d’intérét,
provenir de prélevements faits de fagcon prospective, étre annotée par des données cliniques précises,
étre consultable aisément par la communauté scientifique. Elle ne se résume pas a du tissu tumoral
mais comporte aussi des prélévements sanguins (sérum, plasma, préparations de cellules monocytaires
périphériques), de I’ADN, des ARN et de I’urine. Les tumeurs récoltées ne sont pas forcément d’un
intérét primordial pour la médecine vétérinaire mais ont une grande valeur pour I’approche
comparative. Les cancers ciblés sont le lymphome, 1’ostéosarcome, le mélanome et d’autres tumeurs
comme les sarcomes des tissus mous, I’hémangiosarcome, le mastocytome, les tumeurs pulmonaires.
A la fin de I’année 2011, elle ne comptait déja pas moins de 3 000 échantillons. Cette banque est
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physiquement localisée dans le Maryland et est reliée au réseau internet (Gordon et al., 2009 ; Gordon
et Khanna, 2010 ; Paoloni et Khanna, 2008).

Le CCOGC et la construction de cette banque de matériel biologique furent au départ finances
par le laboratoire Pfizer. Ils disposent maintenant de fonds propres en proposant la consultation de ses
échantillons a la communauté scientifique et méme des services de récolte de prélevements pour une
étude donnée.

5.3.3.5. Schéma d’une étude préclinique classique du COTC

Les essais précliniques construits par le COTC présentent globalement les mémes étapes (figure
28). Au départ, la sélection des individus se fait selon des critéres d’inclusion stricts. L’animal ne doit
présenter aucune autre comorbidité, comme une insuffisance rénale ou une maladie cardiaque par
exemple (Khanna et al., 2009).

Au cours de cet essai, de multiples prélévements sont effectués avant et apres 1’exposition a la
molécule étudiée. De méme, des contréles par imagerie sont effectués régulierement.

5.3.3.6. Etat des lieux des études réalisées

Au mois de juillet 2014, dix essais avaient déja été menés a leur terme et deux essais étaient en
cours (Khanna, 2014). La premiére étude fut achevée en 2009 (Paoloni et al., 2009b). Elle est nommée
COTCOO01 et consistait en 1’évaluation de la technique de distribution du TNFa par un vecteur phage,
déja décrite précédemment. COTCO01 était un bon exemple d’une étude complétement centrée sur
I’aspect pharmacodynamique d’un nouveau procédé thérapeutique et des opportunités concrétes que
I’on tire de ce genre d’étude pour les premiers essais chez ’homme (Paoloni et al., 2009b). Ce premier
essai démontrait déja la performance du COTC et de ses infrastructures.
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Figure 28 : Protocole d’un essai clinique du COTC. Adaptée de Paoloni et Khanna (2007).
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5.3.4. Regles, précautions et limites

En juin 2008 s’est déroulé un congrés sur 1’oncologie comparée s’intitulant « Translation of new
cancer treatments from pet dogs to human cancer patients ». 1l avait pour but de rappeler les
précautions a prendre dans le cadre des études menées en oncologie comparée, de fixer les standards et
les régles de fonctionnement qui étaient jusqu’alors manquants. Il faisait le point sur les différents
risques et opportunités de cette démarche (Khanna et al., 2009). Voici les recommandations retenues.

Les études doivent étre sous le contrdle de plusieurs comités d’éthique et de protection animale.
Elles doivent étre élaborées en respectant les régles d’éthique a 1’égard des animaux et les bonnes
pratiques cliniques. La question financiere doit étre claire. Cela doit étre une considération primaire.

Pour la plupart des essais les protocoles sont similaires a ceux utilisés chez I’homme. Cependant
ils ne doivent pas étre contraints a correspondre a une phase mais se concentrer sur la réponse a une
question précise. Ainsi, une étude ne pourra évidemment pas répondre a toutes les questions et il ne
faudra pas extrapoler une réponse a une question qui n’a pas été posee (Khanna et al., 2009). Elle
devra pouvoir étre flexible pour s’adapter a une éventuelle mise a jour des connaissances obtenues en
dehors de celle-ci.

De plus, le consentement éclairé du propriétaire est obligatoire pour inclure un chien domestique
dans un essai clinique. Ce consentement se traduit par une acceptation écrite précédée de 1’exposition
des effets bénéfiques mais aussi des effets secondaires, connus et inconnus, de I’agent pharmaceutique,
du protocole utilisé et des examens qui seront pratiqués. Il y a donc une transparence totale. Une fois
I’essai commencé, le propriétaire est libre de continuer ou de retirer son animal de 1’essai clinique.
Pour autant, I’investigateur proposera d’autres options thérapeutiques pour soigner au mieux I’animal
et continuera de suivre son évolution clinique.

Ce congres a rappelé que des questions restent encore en suspens : on se demande quel est le
risque de prendre des données obtenues chez le chien pour les essais chez I’homme ; si les effets
secondaires observés chez le chien sont forcément retrouvés chez I’homme ; si la variabilité inter-
individuelle des chiens domestiques ne va pas réduire la puissance des conclusions.

Enfin, on ne dispose pas encore du recul suffisant pour évaluer I’impact des informations
obtenues chez le chien, par exemple un effet secondaire inconnu, sur le développement de 1’agent
thérapeutique. Quoiqu’il en soit, si les données produites sont reproductibles, il est probable qu’elles
modifient la gestion de 1’essai clinique chez I’homme (Khanna et al., 2009).

5.3.5. L’oncologie comparée en Europe et en France

Contrairement aux Etats-Unis, 1’approche de 1’oncologie comparée peine a se développer en
Europe et en France méme si la prise de conscience de la part des autorités politiques et de la
communauté scientifique se fait sentir (Paoloni et Khanna, 2008). En cause, un manque flagrant
d’infrastructures et de projets de financement a 1’échelle européenne.

Tout d’abord, notons que les plans cancer 2009-2013 puis maintenant 2014-2019 de I’INCa
incluent dans leurs priorités I’amélioration de la prédictivité de la recherche préclinique, ce qui est déja
un premier pas vers la construction d’un plan d’oncologie comparée.

Certaines organisations nationales, comme I’INCa et I’Institut Cancer de 1’alliance AVIESAN
(alliance nationale pour les sciences de la vie et de la santé) se sont engagées a favoriser le
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rapprochement en oncologie comparée. Celui-ci s’est concrétisé par un congrés qui s’est tenu les 15 et
16 janvier 2014 a D’école vétérinaire de Nantes, qui réunissait des veétérinaires, médecins et
scientifiques intervenant dans le méme domaine de 1’oncologie. L’objectif était d’adopter un langage
commun en travaillant a la concordance des classifications chez I’homme et chez le chien, en se
concentrant sur quatre cancers : le lymphome, la tumeur mammaire, le mélanome et le sarcome. Par
ailleurs depuis 2011 des appels d’offres pour le financement de projets ont été lancés. Huit projets ont
ainsi recu un financement total de 2,5 millions d’euros depuis 2011. Une premiere dynamique est en
marche depuis début 2014 et elle a permis d’établir les premicres collaborations et échanges entre de
nombreux pays européens et les Etats-Unis dont le COTC.

A Téchelle européenne, le consortium européen ACT (Interdisciplinary consortium for
Accelerated Cancer Translational Research) rassemble les chercheurs de 11 pays (dont la France,
I’Allemagne et le Royaume-Uni) pour étudier les tumeurs spontanées chez le chien afin de mieux
comprendre leur mécanisme de progression tumorale et développer de nouvelles thérapies. L’accent
est principalement mis sur le lymphome et le mélanome. Malheureusement, il n’existe pas encore de
projets de financement a 1’échelle européenne.

Les structures pouvant accueillir des missions en oncologie comparée sont trop peu nombreuses.
En France, encore peu de structures vétérinaires possedent des services en oncologie. Parmi les quatre
écoles vetérinaires, seules les écoles de Lyon et Nantes ont un département d’oncologie. Trois
cliniques privées sont dédiées a la cancérologie, il s’agit de MICEN VET (Créteil), ONCOVET (Lille)
et EIFFELVET a Paris. Cependant plusieurs unités de recherche ont des projets en oncologie
comparée comme le CNRS de Rennes et I'unité AMAROC de 1’école vétérinaire de Nantes.

L’unité de recherche AMAROC réunit vétérinaires et médecins pour conduire des projets de
recherche sur les tumeurs spontanées du chien ayant une forte homologie avec celles chez I’homme
comme le carcinome mammaire, le lymphome, 1’ostéosarcome, le mélanome et le gliome. Cette équipe
menée par le Dr Abadie a 1’école vétérinaire de Nantes a notamment beaucoup ccuvré pour la
classification moléculaire des carcinomes mammaires et la mise en évidence de leur intérét
translationnel (Abadie, 2014).

Au CNRS de Rennes, une équipe dédiée aux études génétiques et dirigée par Catherine André
est a la pointe du décryptage génétique du cancer chez le chien (Gillard et al., 2014). Cette équipe fait
déja état d’un travail conséquent d’une vingtaine d’années. Il s’agit de la création d’une banque
d’ADN et de tissus canins regroupant déja plus de 12 000 échantillons d’ADN et 2 000 tissus pour 100
maladies génétiques différentes, principalement des cancers. Cette base de données d’une grande
valeur soutient des études biomédicales grace a un support matériel (André, 2014).
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5.3.6. Schéma récapitulatif de I’intervention du chien dans les différentes phases

L’idée est qu’un essai clinique chez le chien domestique, par les avantages décrits dans un
précédent paragraphe, peut fournir des informations a chaque étape de la voie de développement d’une
molécule dans les essais cliniques chez ’homme, que ce soit avant la phase 1, avant la phase 2 ou la
phase 3. La figure 29 résume cette approche standardisée des études précliniques sur les cancers
spontanés du chien domestique menée par le COTC, faisant partie intégrante de la voie de
développement de 1’agent anticancéreux chez I’homme.

Figure 29 : Voie de développement d'une molécule anticancéreuse dans le cadre d'une approche

comparative intégrée avec le chien domestique. On visualise ici les multiples apports des études précliniques chez
le chien domestique qui peuvent intervenir a toutes les étapes des essais cliniques et ainsi moduler la direction prise par la
voie de développement. Adaptée de Khanna (2014).
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6. CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE

La thérapie anticancéreuse chez ’homme est le fruit d’une longue histoire de recherche au cours
des 20°™ et 21°™ siécles ou de nombreuses approches ont été testées. Jusqu’a maintenant, il est clair
que la chirurgie oncologique, la chimiothérapie et la radiothérapie forment un trépied solide sur lequel
se basent I’ensemble des protocoles. Néanmoins, d’autres modalités thérapeutiques se développent de

plus en plus comme I’hormonothérapie, I’immunothérapie et I’ensemble des thérapies a action ciblée
(Withrow et al., 2012).

Au sein de cette recherche, I’apport des cancers spontanés chez le chien a été important. Les
apports historiques marquants ont été 1’étude du chien atteint de lymphome pour la mise en place de
protocoles de greffe de moelle osseuse et I’utilisation de la similarité de taille et de format du chien
pour tester de nouveaux procédés et molécules comme 1’immunothérapie ou les interventions
chirurgicales de conservation du membre lors d’ostéosarcome (Paoloni et Khanna, 2008).

Ensuite, le chien a contribué a tester la faisabilité de certains traitements ; 1’activité et la toxicité
d’agents thérapeutiques ayant de nouveaux mécanismes d’action comme des cytokines vectorisées, le
L-MTP-PE, le GS-9819, des molécules a activité anti-apoptotique ou anti-angiogénique. Le
mastocytome canin s’est révélé étre une tumeur instructive pour modéliser les thérapies ciblant les
mutations du gene KIT, puis pour le transfert du chien vers ’homme des inhibiteurs de tyrosine
kinases masitinib et tocéranib. Par ailleurs, I’immunothérapie spécifique active avec 1’idée d’une
vaccination anti-tumorale est porteuse de grands espoirs surtout depuis la mise au point d’un vaccin
contre le mélanome chez le chien.

Par les nombreux points soulevés dans cette troisieme partie, il est clair que le chien domestique
a apporté sa contribution au développement de nouveaux traitement et qu’il a permis de répondre a de
nombreuses questions auxquelles il aurait été difficile voire impossible de répondre en se contentant de
I’étude des modeles précliniques traditionnels (souris, rat, chimpanzé) ou de I’homme.

Le NCI a bien intégré cette utilisation des cancers spontanés du chien domestique en créant le
COP qui organise des essais précliniques chez le chien pour les inclure dans des essais cliniques
thérapeutiques chez I’homme, notamment pour obtenir des données plus complétes concernant
I’efficacité et la toxicité des molécules (Paoloni et al., 2009b). Ceci est d’autant plus important a
I’heure de la thérapie ciblée pour laquelle le cheminement classique des phases cliniques
conventionnelles ne correspond pas.
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CONCLUSION

Cette étude bibliographique expose I’intérét d’utiliser les cancers d’apparition spontanée du
chien domestique comme modele pour 1’étude des cancers de I’homme. Les cancers dans ces deux
especes sont similaires en de nombreux points : nature histologique, progression tumorale (métastase,
angiogenése, récidives et résistances). La composition de la population canine, la structure
phylogénétique de cette espéce et le grand nombre d’individus atteints de cancers a forte incidence
autorisent des études a plus grande échelle que chez I’homme. Le chien domestique présente par
ailleurs de nombreux avantages par rapport a la souris. 1l comble le fossé entre les études in vitro et les
études in vivo chez I’homme (Gordon et al., 2009 ; Rowell et al., 2011 ; Shearin et Ostrander, 2010).

L’approche de I’oncologie comparée utilisant le chien domestique a permis d’étoffer notre
connaissance sur de multiples cancers de I’homme dans de nombreux domaines que ce soit pour les
¢tudes en génétique, I'impact des facteurs environnementaux sur l’organisme, la connaissance
fondamentale de la biologie tumorale, le développement de marqueurs biologiques puis le
développement pharmaceutique. Cette approche s’est avérée fortement utile pour la recherche ;
cependant, il est évident qu’elle n’est pas applicable a chaque situation et il faut donc définir les cas ou
elle peut (ou ne peut pas) étre utilisée (Paoloni et Khanna, 2008).

Certes, il est clair que la cancérologie vétérinaire doit une trés grande majorité de ses
connaissances et techniques a la cancérologie humaine. Néanmoins, ce travail bibliographique rappelle
les quelques apports importants qu’a fourni I’é¢tude des cancers spontanés du chien domestique dans le
cadre de I’oncologie comparée.

La recherche contre le cancer évolue progressivement et la réflexion change. De multiples
possibilités sont envisageables dans le cadre de la thérapie contre le cancer: cibler les cellules
tumorales, activer le systéme immunitaire, protéger les cellules saines lors d’une chimiothérapie,
activer I’apoptose des cellules tumorales ou I’inhiber chez les cellules saines, réparer les cellules
tumorales ou les détruire. Alors que jusqu’a maintenant on s’efforcait de trouver le cancer qui
correspondait a une molécule précédemment découverte, la stratégie actuelle consiste a trouver les
cibles du cancer puis a développer des molécules adaptées. Il s’agit de la thérapie ciblée. Cette
nouvelle stratégie requiert des modeles précliniques plus pertinents, pour poser les bonnes questions
lors des essais cliniques et utiliser les outils adaptés. Dans notre cas, il s’agit de trouver le bon modéle
qui correspond a chaque situation (Hansen et Khanna, 2004).

Sur la base du constat des multiples avantages du modéle canin et des apports des chiens
domestiques pour la compréhension du cancer et le développement de nouvelles thérapies, le
Comparative Oncology Program aux Etats-Unis, via le Comparative Oncology Trials Consortium,
organise des études précliniques standardisées sur les cancers spontanés de chiens de compagnie. Ces
¢tudes sont complétement intégrées dans la voie de développement des essais cliniques chez I’homme
et contribuent & répondre aux nombreuses questions concernant la pharmacocinétique, la
pharmacodynamie et la toxicité des molécules. En Europe, 1’oncologie comparée en est encore a ses
débuts mais des collaborations se nouent.

Grace a ’oncologie comparée, ’homme pourra profiter de thérapies contre le cancer efficaces
obtenues plus rapidement, les animaux de compagnie pourront étre soignés de leur propre cancer
spontané avec les thérapies les plus récentes, souvent grace a des fonds extérieurs qui vont prendre en
charge les frais des propriétaires et de 1’équipe de recherche. On espére que dans un futur proche, la
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communauté scientifique qualifiera les cancers spontanés des chiens et autres animaux domestiques
comme des partenaires indispensables pour un développement thérapeutique rapide et efficace.
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ANNEXE

Annexe 1 : Arbre phylogénique de la famille des Canidae (données moléculaires). Adaptée d’aprés Lindblad-Toh et

al. (2005).

Les chiffres au-dessus et en dessous des points de ramification sont deux mesures de probabilité (respectivement valeur du test
bootstrap et probabilité bayésienne) dont la valeur dépassant 90% indique une forte fiabilité.
L’arbre phylogénique distingue 3 grands groupes : les canidés apparentés au renard (en rouge), les canidés sud-américains (en

vert), les canidés apparentés au loup (en bleu) dont le chien domestique et le loup gris font partie.
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Annexe 3 : Tableau de comparaison des différents ITK ayant une AMM chez le chien. Adaptée

d’apres Morgant (2011).
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Annexe 4 : Tableaux de comparaison des différents ITK ayant une AMM chez I’homme. Adaptée
d’apres Morgant (2011)
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Annexe 4 (suite et fin)
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L’APPORT DU CHIEN DOMESTIQUE POUR LA
CANCEROLOGIE HUMAINE

NOM et Prénom : LACOSTE Antoine

Résumé :

Aux Etats-Unis, le National Cancer Institute méne depuis une dizaine d’années un programme
qui intéegre des cancers d’apparition spontanée du chien domestique au sein d’essais cliniques
thérapeutiques chez I’Homme. Le but de ces essais croisés a bénéfice réciproque est d’optimiser les
essais cliniques chez I’Homme, tout en faisant bénéficier les chiens concernés des protocoles
thérapeutiques les plus en pointe. De toute évidence, le chien domestique représente donc un atout
pour I’avenir de I’oncologie comparée. L’objectif de cette thése est de retracer, sous un angle
historique et prospectif, I’intérét du chien de compagnie en oncologie comparée.

Dans une premiére partie, ce travail bibliographique souligne 1’intérét d’utiliser les cancers
d’apparition spontanée du chien domestique comme modeéle d’étude pour la cancérologie humaine.
Ces cancers partagent de nombreuses caractéristiques avec le cancer chez I’Homme, qu’il s’agisse de
leur nature histologique, leurs composantes génétiques, leurs cibles moléculaires, leur comportement
biologique et leur réponse aux thérapies conventionnelles.

Dans une deuxiéme partie, sont exposés les multiples apports historiques de ce modele dans la
découverte des mutations a I’origine des cancers, 1’é¢tude des facteurs environnementaux lorsque le
chien est utilisé en tant que sentinelle ou encore I’approfondissement des connaissances sur la biologie
tumorale concernant le processus métastatique ou la néo-angiogenese.

Une troisiéme partie présente les apports des cancers spontanés canins pour le développement
et le perfectionnement de nouvelles approches thérapeutiques. Parmi celles-ci, le chien domestique fut
par exemple un outil précieux pour 1’élaboration de techniques chirurgicales permettant d’éviter
I’amputation en cas d’ostéosarcome appendiculaire pédiatrique. Ce travail bibliographique conclut sur
I’initiative du Comparative Oncology Program, qui integre les essais précliniques sur les cancers de
nos chiens de compagnie dans la voie de développement des essais cliniques chez I’Homme.

En conclusion, ce travail démontre I’intérét privilégié du chien domestique en oncologie
comparée, tant d’un point de vue historique que futur.
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CONTRIBUTION OF PET DOGS TO HUMAN
ONCOLOGY

SURNAME and given name: LACOSTE Antoine

Summary:

In the United States of America, the National Cancer Institute is leading a program that includes
naturally occurring cancers of pet dogs for therapeutic clinical trials for human oncology. These
combined trials of reciprocal benefit aim at both optimizing human clinical trials and providing
enrolled dogs with the best available therapeutic protocols. Obviously, companion dogs thus represent
an asset for the future of comparative oncology. The purpose of this thesis is to relate the interest of pet
dogs in comparative oncology from an historical as well as prospective point of view.

In the first part, this bibliographic study highlights the interest of using naturally occurring
cancers in pet dogs as a model for human oncology. Cancers in human and pet dogs share many
features including histological structure, genetic determination, molecular targets, biological behavior
and response to conventional therapies.

In the second part, the numerous historical contributions of this model are presented, as the
discovery of causal mutations in cancers, the study of environmental factors when pet dogs acts as a
sentinel, and the growing knowledge of tumor biology regarding metastasis or neoangiogenesis.

In the third part, the contributions of naturally occurring cancers model in pet dogs for the
development and the improvement of new therapeutic approaches are exposed. For example, pet dog
was a useful tool in elaborating new limb-sparing surgeries for the management of pediatric
osteosarcoma. This bibliographic work concludes on Comparative Oncology Program’s initiative,
which integrates preclinical trials on pet dogs with cancers in the drug development path for human
medicine.

As a conclusion, this study demonstrates the preponderant interest of pet dogs in past and future
comparative oncology.
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