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MODELE ANIMAL POUR AMPLIFIER DES CELLULES TUMORALES
CIRCULANTES HUMAINES OU ANIMALES

DOMAINE DE L’INVENTION

La présente invention concerne un modéle aviaire permettant I'amplification de

cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales.

ART ANTERIEUR

Les CTC sont des cellules qui se détachent d’'une tumeur et qui sont capables de
se déplacer pour passer dans le sang, aprés avoir rejoint le systéme vasculaire.
Ces cellules peuvent donc migrer vers d'autres organes et participer au
développement de métastases. Ces cellules représentent donc une cible trés
attractive dans le suivi de I'évolution et du traitement des cancers, voire dans la

découverte de nouvelles thérapeutiques.

L’isolement des CTC n’est cependant pas chose aisée car ces cellules sont trés
peu nombreuses. |l est donc nécessaire de les expandre avant de pouvoir les
étudier. Actuellement, les CTC peuvent étre amplifiées en utilisant des cultures in
vitro ou in vivo dans des modéles de souris (Kowalik A et al., 2017; Drapkin B. J.
et al., 2018). Des cultures in vitro de CTC issues de nombreux cancers (cancer du
poumon, de la prostate, du sein, des voies urinaires, de la téte et du cou...) ont
déja été réalisées permettent d'effectuer des tests préclinigues a haut débit sur
des schémas thérapeutiques, mais avec un succés limité car ces cultures sont
trop longues pour étre compatibles avec la pratique clinique et exposent les CTC a

des modifications phénotypiques (Pantel K, Alix-Panabiéres C., 2016).

Des cultures in vivo a court terme ont par ailleurs été établies dans un modéle
murin, a partir des CTC, et aprés une premiére étape d'expansion in vitro lorsque
la quantité de CTC était trop faible (Giuliano M et al., 2015 ; Williams ES et al.,
2015 ; Torphy RJ et al., 2014 ; Rossi E et al., 2013). L'inoculation directe de CTC
a des souris immunodéficientes a également été envisagée comme méthode pour
amplifier les CTC isolées. Dans les cancers bronchiques a petites cellules

hautement métastatiques (CPPC), des CTC isolées chez des patients présentant
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un taux élevé de CTC (> 400 CTC par 7,5 mL de sang) ont formé des tumeurs
chez les souris dont la réponse aux chimiothérapies au platine et a I'étoposide
correspondait aux observations clinigues (Hodgkinson, C. L. et al., 2014). Ces
études ouvrent la voie vers l'utilisation des souris immunodéficientes comme
"incubateurs" de CTC, susceptibles de générer des modeéles précliniques adaptés

aux tumeurs individuelles des patients.

Cependant, ces modéles sont trop colteux pour envisager une utilisation
systématique. Ils nécessitent fréquemment de devoir procéder a une étape
préalable d’expansion in vitro avec les désavantages mentionnés ci-dessus. Enfin,
I'établissement de ces modéles nécessite du temps, ce qui n'est pas toujours

compatibles avec la constatation des effets souhaités.

Il existe donc un besoin de trouver un modéle in vivo moins colteux, mais
eégalement qui donne des résultats plus rapidement, et en particulier qui ne
nécessite pas de phase d’expansion in vitro préalable afin de travailler sur ces
CTC qui sont au plus proche de celles présentes in vivo chez les patients.

RESUME DE L’INVENTION

La présente invention concerne un modéle animal d’étude des cellules tumorales
circulantes constitué d'un ceuf embryonné d'oiseau, préférentiellement de poulet,
comprenant des cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales
isolées a partir d’'un échantillon d’'un patient ou d’un animal atteint de cancer,
lesdites CTC étant greffées au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM)
d’'un ceuf embryonné étant a un stade de développement qui correspond a la
formation de la CAM au moment de la greffe et équivalent a au moins 8 jours de

développement chez le poulet.

Cet ceuf embryonné est un modéle animal, et plus particulierement aviaire,
d’amplification des CTC. Il permet également d'étudier I'effet de différents agents
sur la tumorigenése pour sélectionner ceux qui possédent une activité anti-
cancéreuse et qui peuvent par conséquent représenter des thérapies efficaces,
notamment pour traiter le patient ou I'animal dont sont issues les CTC qui ont été
greffées dans I'ceuf embryonné. Ceci permet alors d’administrer au patient un
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agent thérapeutique testé au préalable sur des cellules de sa propre tumeur ;

conduisant ainsi a un traitement personnalisé.

La présente invention est également relative @ un procédé de préparation de ce
modéle d'ceuf embryonné d'oiseau, permettant [I'amplification de cellules
tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales issues d’'un échantillon d’'un
patient ou d’'un animal atteint de cancer, ledit procédé comprenant la greffe des
CTC isolées a partir dudit échantillon au niveau de la membrane chorioallantoique
(CAM) d’'un ceuf embryonné d'oiseau qui est a un stade de développement
correspondant a la formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de

développement chez le poulet.

La présente invention a également pour objet un procédé d’amplification de
cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales isolées a partir d’un
échantillon d’'un patient ou d’'un animal atteint de cancer, comprenant les étapes

suivantes :

a) la préparation d’'un modéle d’ceuf embryonné conformément a 'invention, par la
greffe de CTC isolées a partir d’un échantillon d’'un patient ou d’'un animal atteint
de cancer au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM) d'un ceuf
embryonné d'oiseau qui est a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le
poulet,

b) le prélévement des tumeurs qui se deéveloppent a partir des CTC qui se sont

amplifiées, et éventuellement

c) la récupération des CTC a partir des tumeurs prélevées a I'étape Db).
De préférence, plusieurs tours de greffe peuvent étre réalisés dans le cadre de ce
procedé, et avantageusement deux tours de greffe, afin d'optimiser encore
I'amplification des CTC. |l s’agit donc de procéder a une greffe secondaire, sur la
CAM d’'un deuxiéme ceuf embryonné, des tumeurs dérivées d’'une premiére greffe

de CTC sur la CAM d’un premier ceuf embryonné.

La présente invention est également relative a un procédé de détermination de la
sensibilité d’'un patient ou d’'un animal atteint de cancer a un ou plusieurs agent(s)

thérapeutique(s), caractérisé en ce qu’il comprend :
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- 'amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) issues d'un échantillon
dudit patient ou animal atteint de cancer conformément a la présente invention,
par la greffe de CTC isolées a partir d’'un échantillon d’un patient ou d’'un animal
atteint de cancer au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM) d’'un ceuf
embryonné d'oiseau qui est a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le
poulet,

- la greffe des tumeurs qui se sont développées dans I'embryon, au niveau de la
membrane chorioallantoique (CAM) d'un nouvel ceuf embryonné d’oiseau
préalablement incubé jusqu’a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le

poulet,

- I'administration du ou des agents thérapeutiques dans I'ceuf embryonné au
moins 12 heures aprés la greffe,

- l'étude de l'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la
tumorigeneése des tumeurs qui se sont développées dans ce nouvel ceuf

embryonné greffé.

De préférence, ce procédé de détermination de la sensibilité d’un patient ou d’'un
animal atteint de cancer a un ou plusieurs agent(s) thérapeutique(s) comprend en
outre, aprés I'administration du ou desdits agents, I'incubation de I'ceuf embryonné
greffé pendant au moins 1 heure, et éventuellement une étape de prélévement
des tumeurs qui se développent a partir des CTC greffées au terme de I'incubation
dudit nouvel ceuf embryonné greffé.

La présente invention a par ailleurs pour objet un procédé de suivi d’'un patient ou

d’'un animal atteint de cancer, comprenant :

- la préparation d'un premier ceuf embryonné d’oiseau comme décrit ci-dessus,
avec des CTC isolées a partir d’'un échantillon dudit patient ou animal a un instant
T1, et I'étude de la tumorigenése des tumeurs qui se développent dans ce premier

ceuf embryonné,
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- la préparation d’un second ceuf embryonné d’'oiseaux comme décrit ci-dessus,
avec des CTC isolées a partir d'un échantillon du méme patient ou animal a un
instant T2, et I'étude de la tumorigenése des tumeurs qui se développent dans ce
second ceuf embryonné,

- la comparaison de la tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans le

premier et dans le second ceuf embryonné.

Enfin, la présente invention a pour objet un procédé de criblage d’agents

thérapeutiques destinés au traitement du cancer in vivo, comprenant :

- la préparation d’un modeéle d’ceuf embryonné selon le procédé décrit ci-dessus,
par la greffe de CTC isolées a partir d'un échantillon d’'un patient ou d’'un animal
atteint de cancer au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM) d'un ceuf
embryonné d’oiseau qui est a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le

poulet,

- 'administration d’'un ou de plusieurs agents candidats dans I'ceuf embryonné au

moins 12 heures aprés la greffe,

- I'étude de l'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la

tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans I'ceuf embryonné greffe.

LEGENDES DE FIGURES

La figure 1 représente un schéma du modéle d’ceuf embryonné avec le site de

greffe des CTC sur la CAM supérieure.

La figure 2 représente un schéma expérimental possible de réalisation de

’invention :

Premier tour de greffe (premier groupe d'ceufs) : les CTC isolées a partir d’un
echantillon collecté chez le patient sont greffées dans un ceuf par patient.
Deuxiéme tour de greffe (deuxiéme groupe d’ceufs) : la greffe secondaire permet

une nouvelle amplification des tumeurs collectées dans les ceufs post-greffe.
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La figure 3 représente des images in ovo de croissance de tumeurs obtenues par
xénogreffes sur CAM au premier tour d’amplification de CTC isolées a partir de
sang de patients atteints de cancer du poumon, de cancer du sein, ou de cancer

de la prostate.

La figure 4 représente des coupes histologiques de tumeurs dérivées de CTC
isolées a partir de sang de patientes atteintes du cancer du sein, greffées sur
CAM au premier tour d’amplification.

La figure 5 représente les résultats d'analyses génétigues des marqueurs
tumoraux humains TP53 (A) et KRAS (B) sur des tumeurs dérivées de CTC de
patients atteints de cancer du poumon (#SH103 et #CM105), greffées sur CAM au

premier tour d’amplification.

La figure 6 représente des images in ovo de croissance de tumeurs dérivées de
CTC isolées a partir du sang d’un patient atteint d’'un cancer du poumon, greffées

sur CAM au second tour d’amplification (greffe secondaire).

La figure 7 représente les images de tumeurs obtenues in ovo a partir de CTC
isolées du sang d'un patient atteint d’'un cancer de la prostate suite a la greffe
primaire (A) et secondaire (B), ainsi que I'analyse histologique d’'une coupe de la
tumeur (C) démontrant I'amplification des CTC greffées in ovo aprés une greffe

secondaire.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L’INVENTION

La présente invention concerne un modéle animal, en particulier aviaire, d’étude
des cellules tumorales circulantes constitué d'un d'ceuf embryonné d’oiseau
comprenant des cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales
isolées a partir d’'un échantillon d'un patient ou d’un animal atteint de cancer,
lesdites CTC étant greffées au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM)
d’'un ceuf embryonné étant a un stade de développement qui correspond a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le

poulet au moment de la greffe
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De préférence, I'ceuf embryonné selon l'invention est un ceuf d'oiseau de l'ordre
des Galliformes ou des Struthioniformes. En particulier, il est particuliérement
préféré que I'ceuf soit un ceuf de gallinacés, et notamment de poulet, caille, dinde,
faisan, paon, pintade ou d’autres oiseaux de basse-cour. Il peut également étre un
ceuf d’autruche. Avantageusement, I'ceuf embryonné selon la présente invention

est un ceuf de poulet (Gallus gallus).

Dans le cadre de la présente invention, le terme « ceuf embryonné » désigne un
ceuf d'oiseau fécondé dans lequel I'embryon peut se développer dans des
conditions appropriées, en particulier dans un incubateur a une température de
37°C a 38°C. Dans ces conditions, le temps d’'incubation nécessaire pour aboutir a

I'éclosion de I'ceuf est de 21 jours pour le poulet.

Les stades de développement renseignés ici sont définis en fonction du temps
d’incubation post-fécondation des ceufs, en particulier du temps d’incubation dans
les conditions appropriées telles que définies ci-dessus.
Par « greffe au niveau de la CAM », on entend désigner I'administration par
apposition ou injection sur la CAM, que ce soit la CAM supérieure (upper CAM) ou

inferieure (lower CAM).

Le modele d'ceuf embryonné selon l'invention posséde des cellules issues de
deux organismes différents ou xénogreffes : les cellules de l'oiseau « héte » ou
«receveur » et les CTC greffées dans I'ceuf qui sont issues d'un organisme
humain ou animal d’une espéce différente de celle de 'oiseau « receveur ». De
maniere particulierement préférée, les CTC greffées dans I'ceuf embryonné
d'oiseau sont des cellules humaines. Ces cellules CTC greffées vont ensuite se
développer dans I'embryon en formant une ou plusieurs tumeurs solides et/ou en

se déplacant dans I'ceuf.

Par définition, la « greffe au niveau de la CAM » a lieu une fois la CAM formée et a
un stade équivalent a au moins 8 jours de développement chez le poulet, dans
des conditions de croissances normales et standard. Si I'oiseau utilisé est le
poulet, ce stade correspond a au moins 8 jours de développement. Le nombre de
jours de développement pouvant varier d’'une espéce a l'autre, la greffe peut
intervenir a des jours de développement qui varient. Par exemple, un stade de
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développement d’au moins 8 jours chez le poulet correspond a un stade de
développement d’au moins 6,5 jours chez la caille.

Par « échantillon de patient ou animal atteint de cancer », il faut comprendre tout
échantillon issu d’'un humain ou d’'un animal atteint de cancer et qui contient des
CTC. De préférence, ledit échantillon est choisi parmi le sang total ou des liquides
biologiques susceptibles de contenir des CTC tels que liquide d’épanchement
pleural, ascite et liquide céphalo-rachidien (LCR), et de préférence le sang total.
Ainsi, les CTC greffées dans I'ceuf embryonné peuvent provenir de tout type de
cancer produisant des CTC dans le sang ou ce type de liquides, et en particulier
des cancers meétastatiques. Selon un mode de réalisation préféré de la présente
invention, le patient ou I'animal a partir duquel sont isolées les CTC greffées dans
I',euf embryonné, est atteint d’au moins un cancer choisi parmi un cancer du

poumon un cancer de la prostate, un cancer du sein, un cancer colorectal.

Avantageusement, le modéle d’ceuf embryonné selon l'invention est un ceuf de
poulet dans lequel des CTC humaines ont été greffées au niveau de la CAM et a

au moins 8 jours de développement.

Il est entendu que I'embryon greffé selon la présente invention n’a pas vocation a
éclore et n'est par conséquent pas destiné a créer un organisme adulte. C'est en
cela que I'embryon greffé selon la présente invention est un modéle destiné a
recevoir les CTC le temps de leur amplification, n’allant pas jusqu’a I'éclosion, qui
correspond a 21 jours de développement chez le poulet. En tout état de cause,
I'embryon d'oiseau selon l'invention sera sacrifié, selon les régles d’éthique en
vigueur, avant I'éclosion et aprés que les CTC greffées auront conduit au

développement d’une ou plusieurs tumeurs dans I'ceuf.

Un tel modéle permet a la fois d’amplifier des CTC, notamment par le
développement de tumeurs a partir de ces CTC sur lesquelles pourront étre
testées I'activité anti-cancéreuse de différents agents, qui sont soit connus pour
avoir une telle activité soit candidats pour déterminer s’ils possédent une telle
activite. L’efficacité comparée de plusieurs agents thérapeutiques pourra
également étre testée, afin de déterminer la thérapie la plus prometteuse pour
traiter le patient dont sont issues les CTC greffées.
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Selon un deuxiéme aspect, la présente invention est relative a un procédé de
préparation du modéle d’'ceuf embryonné d'oiseau décrit ci-dessus, permettant
I'amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales
isolées a partir d’un échantillon d’'un patient ou d’'un animal atteint de cancer, ledit
procédé comprenant la greffe des CTC isolées a partir dudit échantillon au niveau
de la membrane chorioallantoique (CAM) d’'un ceuf embryonné d’oiseau qui est a
un stade de développement correspondant a la formation de la CAM et équivalent
a au moins 8 jours de développement chez le poulet.

L’homme du métier saura déterminer le moment pour réaliser la greffe des CTC,
en fonction de l'espéce d'oiseau utilisée, c'est-a-dire le nombre de jours
d’'incubation ou de développement minimum de I'ceuf embryonné pour arriver a
formation de la CAM et a un stade de développement équivalent a au moins 8
jours de développement chez le poulet. Par exemple, chez le poulet, la greffe
pourra intervenir a partir de 8 jours de développement, et chez la caille a partir de
6,5 jours de développement.

Selon un mode de réalisation préféré, I'ceuf embryonné a été, préalablement a la
greffe, incubé jusqu’a un stade de développement correspondant a la formation de
la CAM et équivalent & au moins 9 ou de maniére encore plus préférée au moins

9,5 jours de développement chez le poulet.

Les incubations sont réalisées dans des conditions appropriées, c’est-a-dire des
conditions qui permettent le développement normal de I'ceuf embryonné,
notamment a une température comprise entre 37°C et 39°C, et de préférence
38°C, voire 38,5°C.

La greffe des CTC peut étre réalisée a n'importe quel endroit de la CAM,
supérieure ou inférieure, de préférence au niveau de la CAM supérieure. Toute
méthode bien connue de 'lhomme du métier pourra étre utilisée pour cette greffe,
et en particulier, il est possible d'utiliser la technique de greffe référencée par
Crespo P. & Casar B, 2016.

Selon un mode de réalisation particulier, la quantité de CTC greffées va d’environ
5 CTC a environ 5000, de maniére préférée d’environ 5 a environ 2500 et de
maniére encore préférée d’environ 5 a environ 1000 CTC.
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Selon un mode de réalisation préfére, les CTC utilisées ont été congelées aprés
isolement a partir de I'échantillon du patient ou de I'animal atteint de cancer et
avant la greffe dans I'ceuf embryonné.

Pour la greffe au niveau de la CAM, les CTC sont isolées a partir de I'échantillon
du patient ou de I'animal atteint de cancer, par I'une quelconques des méthodes
bien connues par 'homme du métier. Ainsi les CTC sont isolées en les purifiant
des autres cellules présentes dans I'’échantillon issu du patient ou de I'animal
atteint de cancer, et en particulier en les séparant des cellules immunes présentes

dans I’échantillon.

Les méthodes d’isolement des CTC peuvent reposer sur différents principes
permettant de les séparer des autres constituants d’'un échantillon, et par
conséquence de procéder a un enrichissement en CTC. Un grand nombre de
méthodes différentes ont notamment été décrites par Zheyu Shen et al., 2017.
Elles permettent d’aboutir a un enrichissement dit « négatif » lorsque I'objectif est
de capturer les cellules non cibles et d’éluer les CTC, ou a un enrichissement dit
« positif » lorsque l'objectif est de capturer les CTC et d’éluer les cellules non
cibles de I'échantillon.

Parmi ces méthodes, on peut citer les méthodes de séparation par filtration, et en
particulier par filtration verticale comme par exemple la technologie ISET (/solation
by SizE of Tumor cell ou lIsolation par la taille des cellules tumorales)
commercialisée par la société Rarecells SAS et notamment décrite par Han Wei
Hou et al., 2013.

Certaines méthodes peuvent faire appel a une étape de marquage, comme la
méthode CellSearch (Kagan M, et al., 2002) qui repose sur une immuno-sélection
des CTC utilisant des nanoparticules de ferrofluide avec des anticorps qui ciblent
un marqueur spécifique d’adhésion des cellules épithéliales (EpCAM). Les CTC
sont ainsi séparées magnétiquement de la majeure partie des autres cellules

sanguines.

D’autres méthodes reposent sur l'utilisation de systémes microfluidiques, qui
reposent sur une séparation en fonction de différents paramétres comme la taille,

la forme, la densité, la déformabilité des cellules, peuvent également étre utilisées.
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Parmi celles-ci, on peut notamment citer la méthode VTX-1 telle que décrite par
Sollier-Christen et al., 2018, une méthode de microfluidique (CTC-chips) basée
sur la capture des cellules tumorales exprimant la molécule EpCam a l'aide de
microspots revétus d’anticorps anti-EpCam, qui est notamment décrite par
Nagrath S et al., 2007, la technologie RosetteSep de la société Stemcells qui
utilise un mélange d’anticorps (CD45, CD66b et glycophorine A) couplés a des
billes magnétiques, ciblant les globules rouges et les globules blancs ou encore la
méthode ClearCell Fx1 développée par la société Biolidics (anciennement
ClearBridge), qui est en particulier décrite par Laget S et al., 2017 et qui est

particulierement avantageuse.

Selon un mode de réalisation particulier, le procédé de préparation du modéle
d'ceuf embryonné d'oiseau selon linvention comprend en outre une étape
d’'incubation de I'ceuf embryonné une fois greffé pendant au moins 12 heures, de
préférence au moins 24 heures, de maniére encore préférée au moins 48 heures
apres la greffe, avant d’étre utilisé. De préférence I'ceuf embryonné une fois greffé
est incubé au maximum pendant 20 jours, et en particulier jusqu'a 18 jours, en

référence aux stades de développement d’'un embryon de poulet.

Selon un troisiétme aspect, la présente invention est relative a un procédé
d’amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales
isolées a partir d’'un échantillon d’'un patient ou d’un animal atteint de cancer,

comprenant les étapes suivantes :

a) la greffe de CTC isolées a partir d’'un échantillon d’un patient ou d’'un animal
atteint de cancer au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM) d’'un osuf
embryonné d'oiseau qui est a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le

poulet, comme décrit ci-dessus,

b) le prélévement des tumeurs qui se deéveloppent a partir des CTC qui se sont

amplifiées, et éventuellement
c) la récupération des CTC a partir des tumeurs prélevées a I'étape b).

Les inventeurs ont démontré, de maniére surprenante, que les CTC et en
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particulier des CTC d’origine humaine, peuvent étre amplifiées dans un modéle
d'ceuf embryonné d'oiseau, ce qui permet de les obtenir en des quantités
suffisantes pour les étudier mais également de les utiliser pour conduire a
I'identification de nouveaux traitements ou de sélectionner celui qui promet d’étre

le plus efficace de maniére individualisée.

Selon un mode de réalisation préféré du procédé d’amplification de cellules
tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales décrit ci-dessus, il est possible
de greffer a nouveau les CTC qui auront été amplifiées en effectuant par exemple
plusieurs tours de greffe et de prélevement (on parle de greffe secondaire pour
deux tours de greffe), et ce afin d’améliorer davantage I'amplification des CTC.

Ainsi, le procédé peut comprendre les étapes suivantes :

a) la greffe de CTC isolées a partir d’'un échantillon d’'un patient ou d’'un animal
atteint de cancer au niveau de la membrane chorioallantoique (CAM) d’'un ceuf
embryonné d'oiseau qui est a un stade de développement correspondant a la
formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le
poulet,

b) le prélévement des tumeurs qui se deéveloppent a partir des CTC qui se sont

amplifiées,

b1) la greffe des tumeurs prélevées a I'étape b), au niveau de la membrane
chorioallantoique (CAM) d’'un deuxiéme ceuf embryonné d’oiseau préalablement
incubé jusqu’a un stade de développement correspondant a la formation de la
CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le poulet,

b2) éventuellement I'incubation de ce deuxieme ceuf embryonné ainsi greffé

pendant au moins 12 heures,

b3) le prélévement des tumeurs qui se développent a partir des tumeurs greffées
a I'étape b1), et éventuellement,

c) la récupération des CTC a partir des tumeurs prélevées a I'étape b3).

Selon un mode de réalisation particulier, le procédé d’amplification des cellules

tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales décrit ci-dessus comprend en
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outre une étape d’incubation de I'ceuf embryonné une fois greffé pendant au
moins 12 heures, de préférence au moins 24 heures, de maniére encore préférée
au moins 48 heures aprés la greffe, avant de procéder au prélévement des
tumeurs dérivées des CTC greffées. De préférence I'ceuf embryonné une fois
greffé est incubé au maximum pendant 20 jours, et en particulier jusqu’a 18 jours,

en référence aux stades de développement d’'un embryon de poulet.

La présente invention est ainsi également relative a un procédé de détermination
de la sensibilité d'un patient ou d’un animal atteint de cancer a un ou plusieurs

agent(s) thérapeutique(s), caractérisé en ce qu’il comprend :

- 'amplification de CTC isolées a partir d’'un échantillon d’un patient ou d’'un animal

atteint de cancer dans un ceuf embryonné d’oiseau, comme décrit ci-dessus,

- la greffe des tumeurs ainsi prélevées, au niveau de la membrane
chorioallantoiqgue (CAM) d’un nouvel ceuf embryonné d'oiseau préalablement
incubé jusqu’a un stade de développement correspondant a la formation de la
CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le poulet,

- I'administration du ou des agents thérapeutiques dans I'ceuf embryonné au

moins 12 heures aprés la greffe,

- I'étude de l'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la
tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans ce nouvel ceuf

embryonné greffé.

Par « agent thérapeutiqgue » on entend désigner toutes molécules ou composés
chimiques ou biologiques, nanostructure, procédés physique ou combinaison de
ceux-ci ayant une action antitumorale, et en particulier potentiellement efficace
pour traiter le type de cancer qui s’est développé a partir des cellules tumorales
greffées dans I'ceuf embryonné.

De tels composés peuvent étre des molécules chimiques telles que des
chimiothérapies, des composés biologiques telles que des anticorps, des cellules
thérapeutiques telles que CART, des agents physiques tels que des irradiations,
des agents intercalants comme par exemple I'lrinotecan, des inhibiteurs de voie

de signalisation des tyrosines kinases comme par exemple le Sunitinib, les anti-
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hormonaux comme par exemple le Tamoxiféne, les immunorégulateurs comme
par exemple le Ketruda, les inhibiteurs de récepteurs membranaires comme par

exemple le Trastuzumab, etc.

Dans le cadre de la présente invention, on utilise indifféremment, et avec la méme
signification, les termes tumeur et cancer, pour définir une prolifération de cellules
malignes. Il en va de méme avec [utilisation des termes antitumoral et

anticancéreux.

En particulier, puisque les CTC greffées sont isolées a partir d’'un échantillon de
patient ou d’animal atteint de cancer, le fait de tester plusieurs agents
thérapeutiques permet de pouvoir sélectionner celui qui est le plus prometteuse
pour le traitement de la tumeur chez ce patient. C’est ainsi que selon un mode de
réalisation préféré de la présente invention, I'ceuf embryonné d’oiseau greffé avec
des CTC est utilisé pour déterminer I'agent qui présente la meilleure activité anti-

cancéreuse parmi les différents testés.

L’'ceuf embryonné d'oiseau greffé avec les CTC peut également étre utilisé selon
la présente invention pour tester I'efficacité anti-cancéreuse de combinaisons
d'agents thérapeutiques par rapport a I'effet obtenu avec chacun des agents

testés indépendamment.

Dans le cadre de l'utilisation de cet ceuf embryonné, il est aussi possible de
déterminer, voire quantifier, la toxicité du ou des agents thérapeutiques testées, a
la fois sur les tumeurs qui se sont développées a partir des CTC greffées et sur
I'embryon dans son ensemble. Par conséquent, un autre objet de la présente
invention concerne I'utilisation d’'un ceuf embryonné d’oiseau greffé avec des CTC
isolées a partir d’un échantillon d’'un patient ou d’'un animal atteint de cancer pour
quantifier la toxicité d'un ou de plusieurs agent(s) thérapeutique(s) sur la tumeur

et/ou sur 'embryon dans son ensemble.

L'étape d’administration du ou des agents thérapeutiques dans I'ceuf embryonné
peut étre réalisée de différentes maniéres par des techniques bien connues de
’homme du métier. L’administration peut notamment étre réalisée par apposition
ou injection au niveau de la CAM, par injection intra-tumorale, par injection dans

les structures embryonnaires ou extra-embryonnaires de I'ceuf.
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L’administration du ou des agents thérapeutiques est réalisée au moins 12h aprées
la greffe des CTC, de préférence au moins 24h ou de maniére encore préférée au
moins 48h aprés la greffe, c'est-a-dire 1 a 2 jours aprés la greffe. L'agent ou les
agents thérapeutiques peuvent également étre administrés selon différents
schémas en termes de durée, mais également de nombre d’administrations,
comme par exemple tous les deux jours, ou tous les jours, ou deux fois par jour,
ou une injection unique, et ce jusqu'au dernier jour d’incubation de I'ceuf. Ces

choix seront déterminés en fonction de I'agent administre.

Selon un mode de réalisation préfére, le procédé de détermination de la sensibilité
d'un patient ou d'un animal atteint de cancer a un ou plusieurs agent(s)
thérapeutique(s) selon linvention, comprend en outre [l'incubation de [I'ceuf
embryonné une fois greffé pendant au moins 1 heure, aprés administration du ou
des agents thérapeutiques dans I'ceuf embryonné greffé avant d’étudier I'effet sur
la tumorigenése. Avantageusement, I'incubation est réalisée pendant au moins 4
jours et au maximum 12 jours aprés administration, pour correspondre a un stade
de développement de 'embryon de 21 jours maximum, et avantageusement de 18
jours de développement. Selon un mode de réalisation particulier, le procédé de
détermination de la sensibilité d’'un patient ou d’un animal atteint de cancer a un
ou plusieurs agent(s) thérapeutique(s) selon l'invention comprend en outre le
prélévement des tumeurs qui se développent a partir des CTC greffées au terme
de lincubation dudit ceuf embryonné aprés administration du ou des agents
thérapeutiques qui ont été administrées, et notamment par microdissection.
L'étude de l'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrée(s) sur la
tumorigenése peut revétir plusieurs approches complémentaires, en particulier
aprés prélevement des tumeurs qui se sont développées dans I'ceuf embryonné
greffé. Elle peut notamment comprendre I'analyse de paramétres tels que la
croissance tumorale, l'invasion métastatique, I'angiogenése, la néo-angiogenése,
I'inflammation et/ou l'infiltration immunitaire tumorale, la toxicité sur la tumeur et/ou

sur 'embryon dans son ensemble.

Les tumeurs peuvent ainsi étre soumises a des analyses pour mesurer et/ou
analyser ces différents parametres, telles que le poids et/ou le volume tumoral

pour étudier la croissance tumorale, I'expression de différents marqueurs
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spécifiques pour étudier l'invasion meétastatique tels que I'amplification de
séquence Alu par PCR quantitative pour les métastase humaines, le nombre de
vaisseaux a la tumeur pour I'angiogenése et la néo-angiogenése, la quantification
des interleukines pour linflammation et/ou la quantification, notamment par
rtQPCR, de marqueurs tels que CD3, CD8, CD4, CD45 et CD56 pour apprécier
l'infiltration immunitaire tumorale, le poids, et des analyses histologiques pour

évaluer la toxicité sur la tumeur.

L'étude de linvasion métastatique peut étre réalisée sur la CAM inférieure,
facilement accessible, mais elle peut aussi étre réalisée dans n’importe quel
organe cible au sein de I'embryon, notamment en fonction du type de cancer et

des données connues sur le phénoméne de métastases associé.

Linflammation et/ou Tlinfiltration immunitaire tumorale peut notamment étre
etudiée par I'analyse de I'expression de différents marqueurs, tels que CD3
(marqueur membranaire des lymphocytes T), CD4 (marqueur membranaire des
lymphocytes T régulateurs, monocytes et macrophages), CD8 (marqueur des
lymphocytes T cytotoxiques), CD45 (marqueur membranaire des leucocytes),
CD56 (marqueur de cellules NK), etc. Des couples d’oligonucléotides spécifiques
de ces marqueurs pourront étre développés, afin d'éviter le croisement inter-

espéeces.

Par extension, il est également possible de suivre I'inflammation et I'infiltration de

cellules du systéme immunitaire dans les sites de métastases.

L’analyse combinée de tous ces facteurs, bien connus de I'homme du métier,
permet de déterminer la sensibilité du patient ou de I'animal atteint de cancer dont
sont issues les CTC greffées a I'agent ou aux agents thérapeutique(s) administrés
dans I'embryon. Ces paramétres font notamment partie intégrante de I'arbre
décisionnel utilisé par les cliniciens pour décider de la prise en charge

thérapeutique a adopter chez les patients atteints de cancers.

Dans le cadre de tous les procédés selon I'invention qui comprennent I'effet du ou
des agents thérapeutiques sur la tumorigenése est préférentiellement apprécié par
comparaison de ces paramétres aprés administration du ou des agents

thérapeutigues dans I'ceuf embryonné une fois greffé par rapport a ceux
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déterminés dans un autre ceuf embryonné du méme oiseau préalablement greffé
selon le méme procédé avec les mémes CTC mais dans lequel aucun agent
thérapeutique n’a été administrée. De méme, lorsque l'effet de plusieurs agents
thérapeutiques est étudié, 'effet sera préférentiellement apprécié par comparaison
des paramétres aprés administration de la combinaison d’agents thérapeutiques
dans I'ceuf embryonné une fois greffé par rapport a ceux déterminés dans un ou
plusieurs autre(s) ceuf(s) embryonné(s) du méme oiseau préalablement greffé(s)
selon le méme proceédé avec les mémes CTC mais dans le(s)quel(s) chacun des

agents thérapeutiques a été administré individuellement.

Selon un autre aspect, 'invention se rapporte également a un procédé de suivi

d’'un patient ou d’'un animal atteint de cancer, comprenant :

- la préparation d'un premier ceuf embryonné d'oiseau comme décrit ci-dessus
avec des CTC isolées a partir d’'un échantillon dudit patient ou animal a un instant
T1, et I'étude de la tumorigenése des tumeurs qui se développent dans ce premier

ceuf embryonné,

- la préparation d’'un second ceuf embryonné d'oiseau comme décrit ci-dessus
avec des CTC isolées a partir d'un échantillon du méme patient ou animal a un
instant T2, et I'étude de la tumorigenése des tumeurs qui se développent dans ce

second ceuf embryonné,

- la comparaison de la tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans le

premier et dans le second ceuf embryonné.

La présente invention a également pour objet un procédé de criblage d’agents

thérapeutiques destinés au traitement du cancer in vivo, comprenant :

- la greffe de cellules tumorales circulantes isolées a partir d’un échantillon de
patient ou d’'un animal atteint de cancer, au niveau de la CAM d'un ceuf
embryonné d'oiseau préalablement incubé jusqu’a un stade de développement
correspond a la formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de

développement chez le poulet,

- l'administration d’un ou de plusieurs agents candidats dans I'ceuf embryonné, au
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moins 12 heures aprés la greffe,

- I'étude de l'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la
tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans I'ceuf embryonné greffé.
Par « agent thérapeutique candidat », on entend un agent thérapeutique chimique
ou biologique tel que défini ci-dessus et susceptible d’avoir une activité anti-
cancéreuse, et en particulier potentiellement efficace pour traiter le type de cancer
qui s’est développé a partir des cellules tumorales greffées dans I'ceuf embryonné.
Le procédé de criblage selon la présente invention permet de déterminer si un
agent thérapeutique candidat présente ou non une activité anti-cancéreuse, et s'il

posséde une activité anti-métastase.

Toutes les préférences et précisions mentionnées ci-dessus dans le cadre des
différents procédés s’appliquent également aux procédés de suivi et de criblage

selon la présente invention.
EXEMPLES
L’invention est illustrée ci-aprés par I'utilisation de I'ceuf de poule embryonné pour

amplifier des CTC humaines.

Préparation des CTC

Les CTC greffées dans les ceufs embryonnés sont isolées par filtration basée sur
la taille des cellules selon la méthode ISET (Han Wei Hou et al., 2013) ou par
systéme microfluidique selon la méthode ClearCell (Laget S et al., 2017) a partir
d’échantillons de sang de patients atteints d’'un cancer du poumon, cancer du
sein, ou cancer de la prostate en phase métastatique. Les CTC ainsi obtenues

sont stockées congelées, et décongelées juste avant la greffe.

Induction de tumeurs

Des ceufs de poules Leghorn blanche fécondés ont été incubés en position
couchée pendant 9 a 10 jours a 37,5°C avec une humidité relative de 40%. Aprés
cette période d’'incubation (E9 ou E10), les ceufs ont été préparés pour recevoir la
greffe. lls sont ouverts en préservant l'intégrité de la CAM, qui est abaissée en

faisant un petit trou a travers la coquille. Puis une fenétre d’environ 1 cm? est
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découpée au-dessus de la CAM. Les CTC (5 a 2500 cellules) sont greffées par
apposition sur la CAM puis les ceufs sont a nouveau incubés a 37,5°C et 40%
d’humidité. Aprés la greffe, les tumeurs in ovo se développent sur la CAM
supérieure. Les ceufs sont observés toutes les 48h minimum pour le suivi du

développement.

Un schéma d'ceuf embryonné avec le site de greffe de CTC sur la CAM
supérieure est représenté sur la Figure 1. Un exemple de schéma expérimental

est représenté sur la Figure 2.

A jour 18 du développement (E18), la partie supérieure de la CAM est retirée,
lavée dans du tampon phosphate salin puis transférée directement dans du
paraformaldéhyde (PFA) pour une fixation pendant 48 heures. Les tumeurs sont

ensuite soigneusement extraites du tissu CAM normal.
Les tumeurs prélevées sont ensuite analysées, et notamment :
- pesées pour étudier la croissance tumorale (Figure 2, premier tour) ;

- utilisées pour des analyses histologiques ou génétiques (métastases par
exemple) (Figure 2, premier tour) ;

- utilisées pour une greffe secondaire dans un nouveau lot d’ceufs embryonnés a 9
jours de développement pour amplification (Figure 2, deuxiéme tour). Cette étape
peut étre répétée autant que nécessaire (avec contrble du phénotype

réguliérement).

Greffes secondaires

Aprés 9 jours de croissance des CTC greffées, les tumeurs qui se sont
développées sont collectées et préparées pour la réalisation d‘une greffe
secondaire. La tumeur est coupée en petits morceaux et chaque piece est greffée
dans la CAM d'un nouvel ceuf afin d'obtenir une forte amplification des CTC.

Analyse des métastases

Une analyse des métastases peut étre réalisée soit sur un morceau de la CAM

inférieure (a 'opposé du site de greffe) soit sur des tissus embryonnaires collectés
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en méme temps que la tumeur et stockés de maniére idoine. Aprés extraction
d’ADN génomique total la mise en évidence des cellules humaines dans ces
échantillons peut étre réalisée par gPCR a 'aide amorces spécifiques pour les
sequences Alu humaines (séquences en multi copies bien conservées chez

I’'hnomme).

Résultats

Le schéma expérimental décrit ci-dessus a été appliqué avec des CTC isolées a
partir du sang de patients atteints du cancer du poumon (#DA106, #DA107,
#PA108, #CB110, #PC111, #/M109, #SH103, #CM105), des CTC isolées a partir
de sang de patientes atteintes du cancer du sein (#PS234, #SS226, #UR227,
#L.P229), de CTC isolées a partir de sang de patients atteints du cancer de la
prostate (#PT319, #BG320).

Aprés 9 jours sur CAM (E18), tous les échantillons de patients CTC ont été greffés
avec succés sur la CAM et ont présenté un développement de tumeur. Les
images in ovo de la croissance des tumeurs apreés un premier tour d’amplification

sont regroupées dans la Figure 3.

Des analyses histologiques par coloration Hématoxyline/Eosine ont été réalisées
sur les tumeurs prélevées au premier tour d’amplification et dérivées des CTC
isolées a partir de sang de la patiente atteinte du cancer du sein (#PS234), puis

greffées sur la CAM supérieure.

Les résultats sont regroupés dans la Figure 4, qui montre la présence d'une

prolifération tumorale maligne.

Enfin, des analyses de mutations génétiques ont été realisées par du séquencage
a haut débit selon la méthode « Next Generation Sequencing » (NGS) référencée
en 2017 dans la revue de Yohe S & Thyagarajan B. avec les marqueurs tumoraux
humains TP53 (Mogi A & Kuwano H 2011) et KRAS (Gou LY et al., 2015) sur de
I’ADN génomique extrait des tumeurs prélevées au premier tour d’amplification et
dérivées de CTC isolées de sang de patients atteints du cancer du poumon.
L’extraction d’ADN a été réalisée selon le procédé du kit GeneJET FFPE DNA
Purification Kit commercialisé par ThermoFisher.
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Les résultats sont regroupés dans la Figure 5, qui montre la présence de
mutations des marqueurs tumoraux humains TP53 (Figure 5A) et KRAS (Figure
5B) dans deux tumeurs distinctes issues d’'une premiére greffe de CTC de patients
atteints de cancer du poumon (#SH103 et #CM105).

Les tumeurs issues d’'une premiére greffe de CTC isolées a partir du sang d’'un
patient atteint d’un cancer du poumon ont été prélevées a E18, découpées puis a
nouveau greffées sur la CAM d’'un deuxieme groupe d’ceufs embryonnés. Les
images in ovo de croissance de tumeurs prélevées a E18 aprés un second tour
d’amplification sont regroupées dans la Figure 6 (A et B correspondent a des
images de tumeurs in ovo sur CAM issues de deux greffes secondaires

distinctes).

Les tumeurs issues d'une premiére greffe de CTC isolées a partir du sang d’'un
patient atteint d’'un cancer de la prostate (méthode microfluidique ClearCell Fx1)
ont été prélevées a E18, découpées puis a nouveau greffées sur la CAM d’un
deuxiéme groupe d'ceufs embryonnés. Les images in ovo de croissance de
tumeurs sont regroupées dans la Figure 7. L'image A représente la tumeur
obtenue in ovo a partir des CTC suite a la greffe primaire. Les deux sites de prise
tumorale sont montrés par les fléches. L'image B correspond a celle d'une tumeur
in ovo sur CAM issue d'une greffe secondaire, réalisée a partir de la tumeur
montrée en A. L'image C correspond a l'analyse histologique d’'une coupe de la
tumeur représentée en B, montrant d’une part le tissu de la CAM, et d’autre part le

tissu tumoral.

Conclusions

Les résultats exposes ci-dessus montrent que l'utilisation d’'un modéle d'ceuf
embryonné aviaire permet l'amplification in ovo de CTC isolées a partir
d'échantillons de patients, de maniére plus rapide et moins colteuse par rapport
au modéle murin de l'art antérieur. La présente invention permet donc de
constituer rapidement des bio-banques de CTC, qui peuvent ensuite étre utilisées
pour des tests d’efficacité de thérapies anti-cancéreuses, de suivi et de criblage de
nouveaux agents susceptibles de pouvoir donner lieu a des traitements efficaces

et personnalisés.
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REVENDICATIONS

1. Modéle d'ceuf embryonné d'oiseau comprenant des cellules tumorales
circulantes (CTC) humaines ou animales isolées a partir d’'un échantillon d’'un
patient ou d'un animal atteint de cancer, lesdites CTC étant greffées au niveau de
la membrane chorioallantoique (CAM) d’'un ceuf embryonné étant a un stade de
développement qui correspond a la formation de la CAM et équivalent & au moins
8 jours de développement chez le poulet au moment de la greffe.

2. Modéle selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'ceuf embryonné est

a un stade de développement d’au plus 20 jours.

3. Procédé de préparation d’'un modéle d’'ceuf embryonné d’oiseau selon I'une
guelconque des revendications 1 ou 2 permettant I'amplification de cellules
tumorales circulantes (CTC) humaines ou animales isolées a partir d'un
échantillon d’un patient ou d’'un animal atteint de cancer, ledit procédé comprenant

les étapes suivantes :

- la greffe des CTC isolées a partir dudit échantillon au niveau de la
membrane chorioallantoique (CAM) d’'un ceuf embryonné d’oiseau qui
est a un stade de développement correspondant a la formation de la

CAM et équivalent a au moins 8 jours de développement chez le poulet,

- éventuellement I'incubation de I'ceuf embryonné ainsi greffé pendant au

moins 12 heures.

4, Procédé d’amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) humaines
ou animales isolées a partir d’'un échantillon d’'un patient ou d’'un animal atteint de

cancer, comprenant les étapes suivantes :

a) la préparation d’'un modéle d'ceuf embryonné a 'aide du procédé selon la

revendication 3,
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b) le préléevement des tumeurs qui se développent a partir des CTC qui se
sont amplifiées,

c) éventuellement la récupération des CTC a partir des tumeurs prélevées

a I'étape b).

5. Procédé d’amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) humaines
ou animales selon la revendication 4, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes

suivantes :

a) la préparation d’'un premier modéle d’ceuf embryonné a 'aide du procédée

selon la revendication 3,

b) le prélévement des tumeurs qui se développent a partir des CTC qui se

sont amplifiées,

b1) la greffe des tumeurs prélevées a I'étape b), au niveau de la membrane
chorioallantoigue (CAM) d'un deuxiéme ceuf embryonné d'oiseau
préalablement incubeé jusqu’a un stade de développement correspondant
a la formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de
développement chez le poulet,

b2) éventuellement I'incubation de ce deuxieéme ceuf embryonné ainsi greffé

pendant au moins 12 heures,

b3) le prélévement des tumeurs qui se développent a partir des tumeurs

greffées a I'étape b1), et éventuellement,

c) la récupération des CTC a partir des tumeurs prélevées a I'étape b3).

6. Procédé de détermination de la sensibilité d’'un patient ou d’'un animal
atteint de cancer a un ou plusieurs agent(s) thérapeutique(s), caractérisé en ce

qu'il comprend :
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- I'amplification de cellules tumorales circulantes (CTC) isolées a partir
d’'un échantillon dudit patient ou animal atteint de cancer selon le

procédé tel que défini a 'une quelconque des revendications 4 a 5,

- la greffe des tumeurs ainsi prélevées, au niveau de la membrane
chorioallantoique (CAM) d’'un nouvel ceuf embryonné d'oiseau
préalablement incubé jusqu’a un stade de développement correspondant
a la formation de la CAM et équivalent a au moins 8 jours de
développement chez le poulet,

- I'administration du ou des agents thérapeutiques dans I'ceuf embryonné

au moins 12 heures aprés la greffe,

- I'étude de I'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la
tumorigenése des tumeurs prélevées qui se sont développées dans ce

nouvel ceuf embryonné greffé.

7. Procédé de détermination de la sensibilité d’'un patient ou d’'un animal
atteint de cancer a une ou plusieurs agent(s) thérapeutique(s) selon la
revendication 6, caractérisé en ce que I'étude de la tumorigenése comprend
I'appréciation ou la mesure de différents paramétres tels que la croissance
tumorale, [I'invasion métastatique, I'angiogenése, la néo-angiogeneése,
I'inflammation et/ou l'infiltration immunitaire tumorale, la toxicité sur la tumeur et/ou

sur I’'embryon dans son ensemble.

8. Procédé de suivi d'un patient ou dun animal atteint de cancer,

comprenant :

- la préparation d'un premier ceuf embryonné d'oiseau selon Ia
revendication 3 avec des CTC isolées a partir d'un échantillon dudit
patient ou animal a un instant T1, et I'étude de la tumorigenése des

tumeurs qui se développent dans ce premier ceuf embryonné,
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- la préparation d'un second ceuf embryonné d'oiseau selon la
revendication 3 avec des CTC isolées a partir d’'un échantillon du méme
patient ou animal a un instant T2, et I'étude de la tumorigenése des

tumeurs qui se développent dans ce second ceuf embryonne,

5 - la comparaison de la tumorigenése des tumeurs qui se sont développées
dans le premier et dans le second ceuf embryonné.

9. Procédé de criblage d’agents thérapeutiques destinés au traitement du cancer

in vivo, comprenant :

10 - la préparation d’'un modéle d’ceuf embryonné a 'aide du procédé selon la

revendication 3,

- l'administration d'un ou de plusieurs agents candidats dans I'ceuf
embryonné au moins 12 heures aprés la greffe,

- I'étude de I'effet du ou des agents thérapeutiques ainsi administrés sur la
15 tumorigenése des tumeurs qui se sont développées dans [I'ceuf

embryonné greffé.



