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6001. Le virus respiratoire syncytial humain est responsable d'infections graves, en particulier chez les nourrissons. Il n'existe a
I'heure actuelle aucune prophylaxie contre ce virus et les traitements disponibles sont peu efficaces et trés chers. Il convient donc de
réaliser des recherches pour identifier des nouveaux traitements antiviraux.

Le but de ce projet est de tester les propriétés antivirales de la molécule Sephin 1, récemment identifiée comme un inhibiteur
spécifique de GADD34, une protéine de 1’hdte. Des expériences récentes réalisées au laboratoire montrent que la Sephin 1 inhibe la
réplication du virus respiratoire syncytial humain en culture cellulaire et nous souhaitons donc maintenant évaluer son pouvoir
antiviral in vivo dans un modele animal.

Nous allons tester 1’effet antiviral de la molécule Sephin 1 contre deux virus et nous allons utiliser deux lots de 97 souris, soit au
total 194 souris.

Le nombre d’animaux utilisés est au plus bas, suivant la régle des 3R, tout en s’assurant que nous aurons suffisamment de réplicas
pour que nos données soient valables statistiquement. Des analyses en culture cellulaire ont été réalisées au préalable afin de ne
recourir aux infections expérimentales uniquement lorsque cela est strictement nécessaire pour le projet.

Afin de réduire la douleur, la souffrance et I’angoisse des animaux, les mesures suivantes sont appliquées :

- Respect des normes d’hébergement (taille des cages, densité etc.) spécifiées dans la directive 2010 63 UE ;

- Application de conditions d’ambiance en accord avec 1’age et I’espéce (température, éclairage, hygrométrie) ;

- Fourniture d’eau et d’aliment (adapté aux besoins d’entretien ou de croissance des souris) sans restriction ;

- Manipulation des souris sous une hotte prévue a cet effet par du personnel qualifi€¢ ;

- Enrichissement de 1'environnement par des cachettes pour souris en carton.

- Mise en place d’un suivi clinique quotidien par le vétérinaire responsable de 1’essai.

6002. L’assistance circulatoire mécanique (ACM) est utilisée chez les patients avec une insuffisance cardiaque grave en attente
d’une greffe cardiaque ou ayant une contre-indication a la greffe. Elle consiste en I’'implantation d’une pompe artificielle afin de
suppléer la défaillance cardiaque. L’ ACM repose actuellement sur des pompes a débit continu qui soumettent le sang a des forces
non physiologiques causant des altérations du facteur von Willebrand (VWF), protéine jouant un role essentiel dans la coagulation.
Ceci se traduit par de fréquents et graves saignements sous ACM. Les pompes d’ACM a débit continu induisent aussi une perte
variable de la pulsatilité artérielle physiologique, parameétre également associé a la gravité des saignements sous ACM. Le
développement de nouveaux dispositifs d’ACM permettant d’éviter les troubles de la coagulation est ainsi essentiel pour assurer une
meilleure prise en charge des patients en insuffisance cardiaque.

Le but de ce projet est d’évaluer in vivo I’impact de la pulsatilité artérielle sur les anomalies fonctionnelles du VWEF, a I’aide d’un
prototype d’ACM a pulsatilité variable. Notre hypothése est que le maintien d’un niveau élevé de pulsatilité artérielle permettrait de
diminuer les altérations du VWF sous ACM.

Dans le respect de 1’éthique, notre projet respecte la régle des 3R. En effet, une étude in vitro a été préalablement réalisée sur cette
ACM a pulsatilité variable, nous apportant des données sur la dégradation du VWF en 1’absence de pulsatilité artérielle. Cependant,
elle ne peut remplacer une étude in vivo chez 1’animal, étape nécessaire afin de tenir compte de 1’effet de la pulsatilité artérielle sur
I’ensemble de I’arbre vasculaire.

Notre étude sera réalisée chez le mouton, espéce adaptée pour I’évaluation des ACM (anatomie proche de I’homme, débit cardiaque
suffisant, exploration du VWF compatible). 27 moutons de race « Préalpes du Sud » d’environ 70 kg seront utilisées. Chaque animal
sera son propre témoin permettant de réduire le nombre d’animaux a inclure dans 1’étude.

Les méthodes de raffinement nous permettant de limiter la douleur et le stress des animaux consisteront en une anesthésie, une
antibioprophylaxie, une analgésie et une surveillance clinique et biologique pendant toute la durée de la procédure. Dans un premier
modéle sans réveil, nous évaluerons les varions fonctionnelles en fonction du niveau de pulsatilité artérielle, grace a I’implantation
chirurgicale d’une ACM a pulsatilité variable. Dans un deuxiéme mode¢le avec réveil et surveillance durant 7 jours, nous évaluerons
les performances hémodynamiques et I’hémocompatibilité de prototype innovant d’ACM.

Si les résultats obtenus dans ces deux modéles animaux sont concluants, nous pourrons alors passer a I’étude clinique chez I’homme.

6003. Le récepteur aux produits de glycation avancés (RAGE pour Receptor for advanced glycation end products) est un récepteur
de surface exprimé par de nombreux type cellulaires et pouvant lier de nombreux ligands. A ce titre, il est considéré comme
appartenant a la famille des récepteurs de 1'immunité innée. Plusieurs études ont montré sa régulation au cours de pathologies



inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite thumatoide ou le diabéte et récemment au cours des maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI). Ce projet vise a étudier le role du récepteur RAGE dans un contexte physiopathologique complexe
et le modéle animal ne pourra étre remplacé. L objectif est de déterminer, dans des modéles murins mimant les MICI, I’'implication
du RAGE dans le développement d’une inflammation intestinale ainsi que 1’utilisation thérapeutique d’inhibiteurs du RAGE dans
la prévention de cette inflammation. Dans un premier temps, une colite ou une entérite chimique sera induite chez des souris de fond
génétique C57bl6 invalidées ou non pour le récepteur RAGE. Les effets en termes de développement d’une inflammation intestinale
seront alors évalués. Dans un second temps, une intervention thérapeutique utilisant des inhibiteurs du RAGE sera mise en place
chez des souris de fond génétique C57bl6 chez lesquelles une colite ou une entérite aura été induite.

En fonction des résultats expérimentaux obtenus au cours du projet et de la réplication des résultats positifs, un maximum de 3456
souris sera utilisé.

Des expériences préliminaires sur modele murin ont permis de valider la surexpression du récepteur RAGE au cours des modéles
de colite et d’entérite prévus dans ce projet et donc la pertinence de 1’étude.

Dans un processus de réduction d’animaux en expérimentation, nous avons inclus dans le protocole le minimum d’animaux
permettant de garder une puissance statistique suffisante dans le traitement des résultats.

Pendant toute la durée du protocole, les animaux seront suivis quotidiennement afin d’identifier des signes éventuels de souffrance
(prostration, vocalisation, tremblement). Un suivi du poids des animaux sera réalisé quotidiennement au cours du protocole
d’inflammation et une perte de poids supérieure a 20% sera considérée comme point limite et entrainera 1’euthanasie de 1’animal
concerné. Les souris seront hébergées par groupes de 6 animaux par cage. Elles seront manipulées par du personnel formé et
expérimenté afin de réduire leur stress pendant 'expérimentation.

6004. L’anévrysme de 1’aorte abdominale (AAA) est une dilatation anormale de 1’aorte, le plus gros vaisseau de I’organisme. Il
s’agit d’une maladie fréquente puisque 4 a 8% des hommes de plus de 60 ans sont atteints. Le risque principal est la rupture, se
traduisant par une hémorragie interne, mortelle dans 80% des cas. L’insuffisance rénale chronique (IRC) correspond a une incapacité
des reins a assurer 1’épuration des déchets circulants dans I’organisme. L’IRC a un r6le controversé sur le développement des AAAs.
Pour certains experts, il s’agirait d’un facteur protecteur car I’IRC est source de calcifications solidifiant la paroi de I’aorte et résistant
donc a la dilatation. A I’inverse, certaines études récentes retrouvaient ’IRC comme facteur de risque d’AAA, du fait de la présence
de facteurs inflammatoires favorisant la croissance des AAA. Le but de cette étude est donc d’établir les liens éventuels entre I’'IRC
et I’AAA sur la base de modéles expérimentaux. Pour ce faire, nous utiliserons des modeéles validés et bien connus d’AAA et d’IRC
chez le rat. Toutes les interventions chirurgicales seront réalisées aprés prémédication puis sous anesthésie générale afin de limiter
la douleur de I’animal. Notre projet respecte la régle des 3R. Aucune méthode alternative fiable (pas de mode¢le in vitro) n’existe
pour créer un AAA. Seuls les modéles expérimentaux d’AAA, largement reconnus, bien établis et proches de la physiopathologie
humaine, peuvent étre utilisés pour espérer une transposition des résultats chez ’homme. Sur la base d'études statistiques, 360 rats
Wistar agés de 6 semaines seront répartis en quatre groupes: un groupe témoin (T), un groupe calcifié seul (CS), un groupe urémique
seul (US) et un groupe urémique et calcifié (UC). Dans les groupes, US et UC, I'IRC sera créé¢ via le modele largement décrit
d’ablation des 5/6éme de la masse rénale. Les rats du groupe UC seront soumis en plus a un régime pro-calcifiant riche en calcium
afin de favoriser les calcifications artérielles. Les rats du groupe CS seront également soumis au méme régime pro-calcifiant. Dans
le groupe T, les rats auront une intervention témoin sans ablation de masse rénale et sans régime. Lorsque les rats auront atteint I’age
de 8 semaines, les AAA seront créés dans les quatre groupes par le modele d’infusion intra-aortique d’élastase. Une analgésie avec
de la buprénorphine (0,05 mg/Kg) sera réalisée en pré- et post-opératoire afin de limiter la douleur pour chaque procédure.

Les animaux seront maintenus sans isolement, les cages seront équipées d’enrichissement afin d’éviter tout stress supplémentaire et
I’entretien des animaux sera fait par des personnes compétentes et expérimentées. Trois semaines plus tard, les rats seront mis a
mort et les quatre groupes seront comparés selon des critéres liés au degré d’IRC, aux calcifications et aux diamétres des AAA. En
perspective, ce projet pourrait permettre de moduler la croissance des AAA expérimentaux via I’induction de calcifications ou
I’injections de molécules présentes en cas d’IRC. Ceci pourrait permettre la transposition de ces résultats chez I’homme dans le
futur.

6005. La consommation excessive d’alcool est la premiére cause de cirrhose en France. L’atteinte du foie (atteinte hépatique) débute
par une accumulation de gouttelettes lipidiques (triglycérides) dans les cellules du foie appelée stéatose. Durant 1’abus d’alcool, cette
stéatose peut évoluer vers une inflammation du foie appelée hépatite alcoolique. La maladie peut ensuite évoluer vers la fibrose
(stade auquel les cellules du foie ne se régénérent plus et ou un tissu cicatriciel apparait) puis la cirrhose et jusqu’au cancer du foie.
La mortalité des formes sévéres de 1’hépatite alcoolique est comprise entre 50 et 75%. La corticothérapie est le seul traitement qui
peut améliorer le pronostic a court terme. Ainsi, parmi les sujets ayant une forte consommation d’alcool a long terme, la majorité
des patients développent une stéatose, mais seulement 10 a 35% développeront une hépatite alcoolique et 8 a 20% évolueront vers
la cirrhose. D’autres facteurs que la seule consommation excessive d’alcool interviennent dans la genése des 1ésions hépatiques. La
recherche de facteurs qui relient consommation d’alcool, nature et progression des 1ésions hépatiques est donc essentielle pour
trouver de nouvelles cibles thérapeutiques améliorant la prise en charge de ces formes graves. Il a récemment été démontré que le
microbiote intestinal (bactéries présentes dans notre tube digestif) participe a la survenue des lésions hépatiques au cours de
I’alcoolisation.

En effet, des souris ayant regu un microbiote de patients ayant une consommation chronique et excessive d’alcool et ne développant
pas de lésions hépatiques (noAH) ne développent pas non plus de 1ésions hépatiques suite a une alcoolisation. Inversement, des



souris ayant regu un microbiote de patients ayant une hépatite alcoolique sévere (SAH) développent des 1ésions hépatiques suite a
une alcoolisation. Ces protocoles de transferts de microbiote humain permettent d’humaniser des souris et ont ainsi été validés.
L’objectif de ce projet est d’identifier des bactéries protectrices qui pourraient prévenir I’aggravation des 1ésions hépatiques au cours
de la maladie alcoolique du foie. Pour cela, nous allons dans un premier temps identifier des bactéries d’intéréts puis nous testeront
leur potentiel protecteur dans un modéle murin de maladie alcoolique du foie.

Nous tenons compte de la régle des 3R (Réduction, Raffinement et Remplacement) au cours de nos différentes procédures. Les
complications hépatiques observées au cours de la maladie alcoolique du foie mettent en jeu des interactions entre les différents
organes qu’il est actuellement impossible de reproduire in vitro. Il nous faut étudier 1’effet de I’alimentation en particulier I’alcool
sur les bactéries intestinales, I’effet de ces bactéries sur la barriére intestinale et au final I’impact de cette atteinte sur le
développement des Iésions du foie. Le seul modéle auquel nous pouvons avoir recours est I’animal (Remplacement). Le rongeur, ici
la souris, partage bon nombre de processus cellulaire avec ’Homme et un modéle d’alcoolisation largement décrit dans la littérature
existe chez la souris et est couramment utilisé par notre équipe.

Au total ce projet nécessite 1’utilisation de 500 souris, nombre d’animaux qui est réduit au minimum, mais suffisant pour pouvoir
faire des comparaisons et des statistiques exploitables. Nous avons défini des points limites qui permettent d’évaluer 1’arrét du
protocole pour I’animal en souffrance en particulier concernant le taux d’alcoolisation. Pour chaque procédure et durant toute la
période d’hébergement, nous veillons au bien-étre animal. Cependant I’enrichissement classiquement utilisé étant en cellulose et
ayant un impact sur le microbiote intestinal, nous avons investi dans des enrichissements en plastique dur et la quantité de sciure
dans la cage est augmentée afin de permettre aux animaux un enfouissement suffisant.

6006. Le but de ce travail est d’é¢tudier I’ampleur de la participation de modulateurs du systéme nerveux sur la transmission
douloureuse et ses modifications en conditions de douleurs chroniques. Le glutamate et le GABA sont des neurotransmetteurs
ubiquitaires du systéme nerveux central qui contrdlent notamment les transmissions des informations douloureuses dans la corne
dorsale de la moelle épiniére. Ces neurotransmetteurs peuvent également agir sur des modulateurs qui ont des effets durables sur la
transmission nociceptive. La présente saisine nous permettra d'étudier le réle de l'activation de deux types de modulateurs, les
récepteurs métabotropiques du glutamate et du GABA sur l'activation des canaux ioniques perméables au calcium (canaux
responsables d'une augmentation de la réponse douloureuse) et la transmission douloureuse. On se propose d’étudier également le
role des récepteurs métabotropiques du glutamate et du GABA chez des mode¢les animaux neuropathiques. Pour cela, nous
utiliserons un dérivé du modele qui consiste en une ligature serrée de la racine L5 du nerf sciatique.

L'objectif sera d'identifier des cibles thérapeutiques possibles permettant d'envisager des traitements nouveaux dans la lutte contre
les douleurs chroniques consécutives a des neuropathies périphériques.

Afin de limiter le nombre d'animaux et de répondre a la régle des 3R, les résultats obtenus nous permettrons de développer un modele
informatique sous le logiciel neuron afin de tester les conséquences potentielles de 1'application de nos substances pharmacologiques
sur la transmission douloureuse (Remplacer). Ces expériences seront réalisées sur des rats males Spragues Dawley dont le nombre
total est de n = 420. Nous ferons le maximum afin de limiter les groupes expérimentaux & un minimum acceptable statistiquement.
Chaque condition expérimentale testée concerne un lot de 10 animaux pour une interprétation statistique des résultats (Réduire). De
la méme fagon, nous adapterons les protocoles afin de supprimer la souffrance des animaux (Raffinement : suivi des animaux avec
Fiche Scorée).

6007. Les effets tissulaires de 1’ischémie reperfusion (I/R, situation dans laquelle la circulation sanguine d'un tissu est provisoirement
interrompue avec privation d'oxygéne, puis remise en route avec réoxygénation tissulaire), dans le cadre de transplantation d’organe,
sont bien connus chez I’homme, en particulier sur le greffon rénal. Les bénéfices de la conservation des greffons rénaux par des
dispositifs ex vivo, ainsi que les effets tissulaires de ces bénéfices, ont été largement étudiés.

Les lambeaux libres utilisés chez I’homme dans le cadre de reconstructions post-traumatiques ou aprés chirurgie d’exérése
cancéreuse pourraient également étre conservés ex vivo, en particulier pour augmenter la durée d’ischémie froide en cas de probléme
peropératoire intercurrent, ou encore lors de chirurgie de reprise en urgence du lambeau (ischémie chaude) pour notamment
réoxygéner le lambeau ayant subi une privation d’oxygéne trop longue.

Un dispositif de conservation/perfusion du lambeau serait trés utile en chirurgie plastique dans ces cas de reconstructions
microchirurgicales avec anastomoses vasculaires, mais ce dispositif n’existe pas a 1’heure actuelle. Peu d’études préliminaires se
sont intéressées a la conservation des lambeaux en ischémie froide, et aucune étude n’a encore permis de juger de I’efficacité du
sauvetage d’un lambeau en ischémie chaude (comme en cas d’échec d’une reconstruction microchirurgicale chez I’homme) par un
dispositif ex vivo.

Le projet a pour objectifs :

- mettre au point sur 1'animal avant de le transposer chez I'hnomme, un dispositif de conservation ou de sauvetage des lambeaux
musculaires, en utilisant une machine type perfuseur de greffon rénal et en perfusant le lambeau avec un liquide biologique, avant
de greffer ces lambeaux

- d’évaluer 1”ischémie/reperfusion sur ces lambeaux, chez I’animal, en 1’occurrence le porc.

Le porc est I’animal de choix, car son anatomie vasculaire présente de grandes similarités (diamétre des vaisseaux notamment) avec
celle de I’homme et cela en fait un modele unique pour les études de transplantation chez 1’étre humain.

Dans notre étude il est nécessaire de prélever les lambeaux sur des animaux vivants afin de garder les mémes caractéristiques que
les lambeaux chez I’homme lors des reconstructions microchirurgicales. En effet, la circulation sanguine joue un réle majeur sur le
lambeau et méme quelques minutes d’arrét circulatoire sont connues pour engendrer des 1ésions particuliéres immédiates qui



risqueraient de fausser les résultats et de compromettre 1’éventuelle utilisation des dispositifs de perfusion étudié¢s dans ce protocole.
L’obtention de résultats significatifs nécessite le prélevement de 66 lambeaux au total. Afin de réduire le nombre d’animaux, les
lambeaux seront prélevés de fagon bilatérale (prélévement de deux muscles grand dorsal par animal) donc un effectif de 33 animaux
a été calculé. Tous les prélévements seront réalisés sous anesthésie générale et analgésie, sous monitorage continu. En fin de
procédure, afin d'éviter toute souffrance les animaux étant sous anesthésie générale profonde recevront une dose létale
d’euthanasiant.

6008. Le cancer de la vessie se situe au 7°™ rang des cancers les plus fréquents en France. Depuis plus de 10 ans, des thérapies
ciblant des anomalies génétiques ont été développées avec un grand succes en clinique. Cependant, des résistances secondaires a
ces thérapies sont observées chez la majorité des patients. Au sein de notre unité, nous développons des programmes de recherches
in vitro et in vivo visant a comprendre ces mécanismes de résistances en croisant avec les résultats cliniques obtenus. L'étude de ces
mécanismes de résistances est un enjeu majeur pour la société, car cela va permettre de mieux prendre en charge les patients.
L’objectif de cette étude est d'identifier les mécanismes de résistance d'un médicament (l'erdafitinib) ciblant des anomalies
génétiques dans le cancer de la vessie a 'aide de modéle murin. L'utilisation d'animaux pour ce projet est indispensable du fait qu'il
est impossible de reproduire in vitro la complexité d'un organisme. Il a été montré a plusieurs reprises que le role de I'environnement
entourant la tumeur joue un role essentiel dans l'acquisition de ces résistances. Ainsi les trois objectifs principaux de cette
expérimentation sont:

1/ Identifier de nouveaux mécanismes de résistance

2/ Etudier le role des changements structurelles de la tumeur et de son environnement.

3) Etudier si les mécanismes de résistances sont dose-dépendants.

Nous grefferons les souris avec deux lignées commerciales porteuses d’anomalies moléculaires et sensibles a ’erdafitinib. Nous
avons confirmé in vitro la sensibilité de ces lignées et nous souhaitons établir des modeles de résistances par escalade de dose. Pour
cela, nous allons traiter chacune des lignées avec quatre doses différentes (ces doses ont été évaluées chez la souris et n’ont pas
entrainées de toxicité significative). La stratégie mise en place est de suivre la croissance tumorale des tumeurs et de sélectionner
les tumeurs ayant bien répondu initialement a 1'erdafitinib et qui développe secondairement une résistance apres plusieurs semaines
de traitement (afin de mimer la clinique). Les tumeurs seront ensuite analysées dans notre laboratoire pour identifier les mécanismes
de résistances.

Du fait du rdle de l'environnement tumoral et de la complexité d'un étre vivant (interactions immunitaires, humorales,
microenvironnement). Le recours a I'animal vivant est indispensable pour étudier les mécanismes de résistance. De nombreuses
études ont montré que l'interaction de la tumeur et de son microenvironnement ont un impact sur 1'efficacité thérapeutique.

Afin d'éviter un trop grand nombre d'animaux, nous avons réalisé¢ au sein de notre laboratoire des tests in vitro croisés avec les
résultats observés en clinique nous permettant d'affiner notre hypothése et ainsi de réduire le nombre d'animaux utilisé. Ainsi, les
résultats de cette étude vont nous permettre de décrire et comprendre les mécanismes de résistance, ce qui pourra au final améliorer
le traitement des patients. A l'aide de tests statistiques, nous avons déterminé le nombre minimum d'animaux nécessaires pour cette
étude (10 souris par groupe soit un total de 100 souris pour I'étude).

Pour le bien-étre animal, et pour le raffinement des expériences, nous prévoyons pour tout acte pouvant engendrer un stress ou une
douleur, I'utilisation d'anesthésie et/ou d’analgésique. Afin de réduire le stress de I’animal, 1’environnement sera enrichi avec du
coton leur permettant de se protéger et de créer un nid. Les animaux recevront de I’aliment type Diet gel energy en cas de probléme
lié a I’alimentation.

6009. La pathologie thrombotiques sont parmi les premicres causes de mortalité dans le monde. L’imagerie diagnostique ne dispose
pas aujourd’hui d’agents de contraste spécifiques permettant une détection précoce de situations a risque ainsi que le suivi
thérapeutique. Nous avons montré que le fucoidane est un polymeére naturel extrait d’algues capable de reconnaitre une protéine
membranaire plaquettaire, la P-sélectine, surexprimée lors de la formation d’un thrombus. A ’aide de fucoidane radiomarqué et de
nanoparticules d’oxide de fer recouvertes de fucoidane, nous avons pu réaliser I’imagerie scintigraphique (TEMP) et par résonance
magnétique d’anévrysmes de I’aorte abdominale dans un modéle de rat. Ce projet concerne la validation de cette approche avec des
nanoparticules recouvertes de fucoidane a 1’aide d’un procédé industriel innovant de greffage. Outre I’imagerie des anévrysmes, la
toxicité tissulaire a court terme de ces nouvelles nanoparticules sera évaluée par des études de biodistribution. A ce jour, il n’existe
pas de méthodes alternatives a I’utilisation de rats pour modéliser le développement de la pathologie thrombotique. Le nombre de
rats utilisés pour la période du projet a été évalué a 72. Pour réaliser ce projet nous avons tenu compte du nombre d'animaux a
évaluer de facon a obtenir les informations scientifiques recherchées en fonction des risques statistiques d’erreur (5%) et de la
puissance des tests (80%). Les procédures comportent des gestes de chirurgie par une personne expérimentée de fagon a éviter toute
douleur a I’animal, nous ferons le suivi du bien étre animale pendant toute la durée du projet.

6010. Le choc hémorragique est caractérisé par une perte brutale de sang qui compromet 1’apport en nutriments et en oxygene aux
organes. La cause d’hémorragie la plus fréquente et la plus grave est traumatique. Le choc hémorragique touche des sujets jeunes,
victimes d’accidents ou d’agressions. Malgré les avancées de la réanimation, I’hémorragie reste a I’origine de 40% des déces des
traumatisés graves. C’est la principale cause de déces des sujets jeunes. Pour maintenir en vie les patients en attendant le contréle
chirurgical du saignement, la prise en charge du choc hémorragique vise a conserver une perfusion minimum des organes vitaux.
Pour cela, il faut administrer du remplissage vasculaire (fluide) dés le début de la prise en charge en ciblant des objectifs



hémodynamiques simples exprimés en niveau de pression artérielle. Il est également souvent nécessaire d’administrer des
catécholamines pour maintenir la pression artérielle. Cette phase vise un compromis entre maintenir une pression suffisante pour
perfuser les organes vitaux et éviter une pression trop élevée qui entrainerait une majoration du saignement des bréches vasculaires.
Les objectifs définis dans les recommandations européennes sont un objectif de 80 a 90 mm Hg de Pression Artérielle Systolique
(PAS) ou de 90mmHg de Pression Artérielle Moyenne (PAM) en cas de traumatisme cranien associé. Cependant, I’administration
de remplissage vasculaire n’est pas standardisée. Il est recommandé de perfuser le minimum nécessaire pour éviter de diluer les
facteurs de coagulation et ne pas dépasser les objectifs de pression artérielle fixés. En pratique, le maintien d’une pression artérielle
dans I’objectif est trés compliqué. De plus, en cas de prise en charge de nombreuses victimes (accidents ou attentats) il est impossible
d’optimiser le traitement individuel. Nous développons actuellement un dispositif de traitement automatisé du choc hémorragique
permettant d’administrer automatiquement les thérapeutiques nécessaires (remplissage et drogues). Nous pensons qu’il peut
améliorer la prise en charge hémodynamique en apportant la quantité de traitement nécessaire tout en évitant les sous et surdosages.
Nous avons sélectionné des algorithmes aprés une premiére phase de test chez le rongeur. L’objectif principal de ce projet est de
valider le dispositif, dans un modéle animal aux caractéristiques hémodynamiques proches de I’homme, avant de passer aux études
cliniques.

L’étude visera en particulier a :

-valider la fiabilité des algorithmes et du dispositif animal in vivo sur gros animal (Porc).

-comparer le traitement manuel au traitement automatisé.

-optimiser la performance des algorithmes.

L’impact des différentes stratégies de réanimation sur les conséquences du choc sera étudié de maniére multiparamétrique : mesure
dynamique continue du lactate et de sa clairance, mesure du débit cardiaque, mesure de la microcirculation intestinale et sublinguale,
mesure de I’oxygénation tissulaire intestinale et mesure de la perfusion rénale.

Ces expérimentations in vivo utilisent un modele de choc hémorragique et 64 porcs maximum seront nécessaires a la réalisation de
ce projet. Le modéle est particulierement adapté a 1’étude de la réponse hémodynamique chez le gros animal (porc) pour ce qui est
de la validation de la réponse de ’algorithme du prototype avec un animal au débit cardiaque proche de I’homme.

L’ensemble de cette procédure sera réalisé sous anesthésie générale par un mélange couvrant les composantes hypnotiques et
antalgiques de I’anesthésie.

Nous utiliserons dans cette étude 64 porcs qui seront stabulés en groupe de deux dans des cages de 2m2 lors de la période
d'acclimatation (individus de poids <50kg) pour permettre un contact régulier entre congéneres et réduire ainsi les stress. Afin de
tenir compte des besoins quotidiens de nos animaux et d’améliorer leur bien-étre, leur environnement sera enrichi (activité de
fouissement encouragée, « medecine ball », jeux dans le couloir, planche a gratter, distributeur d’aliment actif...).

6011. Afin qu’un nouveau composé devienne un médicament sir et efficace, un ensemble d’études expérimentales utilisant des
animaux est nécessaire. Il s’agit ici d’un renouvellement d’autorisation. La régle des 3R (réduire, remplacer et raffiner) est ainsi
mise en ceuvre dans toutes les études. L’objectif de ce projet est la réalisation des études de Pharmacologie chez le furet pour un
produit donné en vue d’une administration unique ou répétée en accord avec la réglementation qui impose des tests précliniques sur
I’animal avant le passage a I’Homme pour les essais cliniques. Le choix du furet se justifie par la nécessité d’une forte analogie entre
I’animal et ’'Homme ce qui est le cas en ce qui concerne le fonctionnement du systéme vomitif. Il faut également prendre en compte
les données scientifiques disponibles. Le nombre d'animaux utilisé est adapté a la nécessité d'évaluation des résultats sur un effectif
suffisant et correspond a ce qui doit étre mis en ceuvre pour des études réglementaires de ce type. Ce nombre est estimé a 112
animaux. Le nombre important d’animaux utilisé s’explique par la quantité d’études différentes réalisées pour des produits différents.
Les dommages sont inhérents aux études précliniques, qui consistent & administrer des substances pouvant provoquer un effet
pharmacologique ou toxique, et a surveiller pendant une période définie I’apparition d’anomalies cliniques ou physiologiques, puis
a mettre & mort les animaux si des études post mortem sont nécessaires.

Le raffinement sera appliqué a toutes les phases des procédures en conformité avec les recommandations internationales publiées
concernant le bien-étre animal : nous veillerons aux techniques d’administration pour réduire I’inconfort des animaux, nous
appliquerons des points limites précoces pour réduire la souffrance en cas de produits présentant une toxicité, nous procurerons un
environnement enrichi et une socialisation des animaux en groupes. Les techniques pouvant engendrer du stress, comme un
isolement temporaire, seront limitées au minimum, et la douleur sera traitée avec une anesthésie et une analgésie appropriée, sous
supervision vétérinaire constante. Une démarche qualité rigoureuse, une supervision de chaque lot d'étude par le directeur d’étude
concerné, ainsi que des bilans réguliers impliquant les techniciens, permettront d’appliquer toute alternative respectueuse du bien-
étre animal. Ils sont hébergés selon les standards en vigueur pour la durée du projet et disposent d’un programme d’enrichissement.
Les furets sont des animaux socialisés en permanence hormis lors des observations ou des enregistrements. Ils font 1'objet d'une
surveillance quotidienne sous le contréle d'un vétérinaire. En cas de signes cliniques ayant des répercussions sur le bien-étre animal,
des mesures rapides et appropriées seront prises par le vétérinaire et/ou le directeur d’étude pour maximiser le bien-étre des animaux.
Ces études sont réalisées dans un objectif de progrés scientifique ou biomédical avec des conséquences positives sur I’Homme ou
I’animal pour les produits vétérinaires. Elles permettent un gain potentiel en termes de brevet ou d’acquisition de compétences et
connaissances diverses. Elles sont dommageables en en ce qui concerne les souffrances plus ou moins importantes de 1’animal ainsi
que sur le nombre d’animaux utilisé, ¢’est pourquoi I’intervention des Vétérinaires, du Directeur d’études et de la Structure de Bien-
Etre Animal (SBEA) est indispensable afin de réduire les dommages en respectant la régle des 3R.



6012. La technologie des anticorps monoclonaux murins des Prix Nobel Kohler et Milstein est couramment utilisée pour développer
des anticorps destinés a la recherche, au diagnostic et maintenant a la thérapie.

Le but ultime est de générer des cellules hybrides capables de produire des anticorps monoclonaux de trés haute spécificité, in vitro
et a 'infini.

Les différentes techniques, pour obtenir les clones producteurs d’anticorps qui seront dés lors cultivés in vitro a I’infini nécessitent
’utilisation d’au moins un animal comme source de cellules B productrices d’anticorps.

Chez la souris, la principale source de cellules B immunocompétentes est la rate avec un potentiel de multiplication de ces cellules
bien supérieur aux autres organes lymphoides.

Pour obtenir des cellules B de compétence recherchée en trés grand nombre, deux étapes dans la vie de ’animal utilisé sont requises
1- L’immunisation de I’animal : trois injections, sur une période d’un mois, avec la cible (virus, bactéries, cellules) contre
laquelle on veut générer un anticorps,

2- Le sacrifice de I’animal : euthanasie faite a un temps bien précis et sous asepsie pour prélever la rate qui servira de source de
cellules B.

Si par le passé, il fallait un grand nombre de souris pour réaliser un programme anticorps monoclonaux, notre protocole
d’immunisation, le choix de 1’animal et la performance de notre savoir-faire technologique pour la création d’hybridomes sécréteurs
d’anticorps monoclonaux spécifiques, nous ont permis de n’utiliser qu’une seule souris.

Ce savoir-faire nous permet également d’utiliser une seule souris pour plusieurs cibles indépendantes les unes des autres, avec des
performances réelles.

Le choix de I’animal a également son importance. Pour créer des hybridomes producteurs d’anticorps, nous utilisons une cellule
particuliére qu’on va fusionner (hybrider) avec la cellule B isolée de la souris : la cellule SP20 qui est un myélome provenant a
I’origine d’une souris Balbc/Byj.

I1 est important de conserver 1’histocompatibilité entre la cellule B de la souris et le myélome SP20O, pour obtenir un fort rendement
en hybrides qui soient stables dans le temps.

La souris Balbc/Byj est de fait privilégiée : elle sera axénique et relativement jeune (environ 1 mois), pour étre assuré d’avoir un
systéme immunocompétent vierge pouvant réagir de maniere optimale a la vaccination, et donner des cellules B développant des
anticorps de trés haute affinité.

Le projet de production d’anticorps monoclonaux murins prévoit de réaliser 10 programmes de fusion par an. Le nombre total
d’animaux nécessaire pour ce projet est, dés lors, de 50 souris sur une période de 5 années.

Le respect du choix de cet animal et des protocoles associés permettent de réduire trés significativement le nombre d’animaux
nécessaire a la création d’anticorps monoclonaux.

Le protocole d’immunisation associé a la création de ces anticorps a été optimisé de fagon a permettre la réduction du nombre des
animaux. Cette réduction est obtenue en respectant deux points trés importants : la diminution du stress et les conditions de
stabulation.

Il est évident que pour avoir une bonne immunisation, 1’intégrité de I’animal ne doit pas étre altérée. Plusieurs facteurs peuvent
intervenir :

1- La qualité de I’antigéne : celui-ci ne doit pas avoir d’effet délétére. On veillera notamment a ce qu’il ne contienne pas de
pathogénes, de substances chimiques nocives..., qu’il soit le plus naturel possible.
2- L’utilisation de I’adjuvant de Freund induit un état fébrile temporaire ; celui-ci est compensé par plusieurs actions, comme

la stabulation a 25°C pour lutter contre I’hypothermie temporaire, le contrdle visuel systématique des animaux vaccinés pendant les
premieres heures post injection, I’ajout d’un animal sentinelle pour réconforter les animaux ayant subi une injection.

3- L’état général de I’animal ayant un effet immédiat sur les performances d’immunisation, un effort est apporté sur
I’enrichissement (tunnel en carton, roue, papier ... permettant un exercice physique de 1’animal qui va compenser 1’état de prostration
temporaire).

6013. L'obésité est devenue depuis 20 ans une pandémie mondiale et la prise en charge de celle-ci et de ses pathologies associées
(dyslipidémie, diabéte, stéatose hépatique, hypertension artérielle, etc.) constitue un enjeu majeur en santé publique. L'obésité
maternelle pendant la grossesse a un impact trés fort sur le risque d'obésité précoce de la descendance et sur le développement
ultérieur de pathologies cardiovasculaires et métaboliques avec, a terme, une augmentation de la morbi-mortalité. La chirurgie
bariatrique s'est progressivement placée au premier rang des traitements efficaces en termes de perte de poids et de résolution des
comorbidités, mais il n'existe actuellement aucune donnée clinique ou expérimentale concernant son impact sur la descendance de
meres obeses opérees.

Le but de cette expérimentation animale chez le rat est d'apporter des preuves de l'efficacité de la chirurgie bariatrique sur
I’amélioration du pronostic pondéral et métabolique des descendants de méres obéses opérées. Pour cela, nous allons induire une
obésité chez 60 rates Sprague-Dawley par un régime alimentaire "high fat high suggar" pendant 6 semaines. Ces femelles seront
alors opérées soit d'une « sleeve » gastrectomie (intervention restrictive), soit d'un by-pass gastrique (intervention restrictive et
malabsorptive), soit d'une laparotomie blanche avec biopsie hépatique simple. Un groupe de 20 rates controle non obeése aura
également une laparotomie blanche.

Apres un mois d'amaigrissement post-opératoire, les femelles seront mises en accouplement et suivies quotidiennement durant leur
gestation. Apreés le sevrage des portées, les altérations métaboliques, hépatiques et cardio-vasculaires seront évaluées chez les méres
au sacrifice des animaux. Ces mémes altérations seront étudiées chez les descendants (males et femelles) de ces méres a 1’age de 3,
6, 12 et 18 mois.



Autotal, en incluant la mortalité opératoire, il est prévu d'utiliser 120 femelles rats, 20 males reproducteurs et de suivre 320 animaux
de leur descendance. Le respect de la régle des 3R passe par l'utilisation d'un nombre minimal d'animaux pour obtenir des groupes
permettant d'avoir des données statistiquement significatives et l'utilisation d'analgésiques et d'antalgiques adaptés a toutes les étapes
du protocole.

6014. Pour étre en conformité avec la réglementation des pays hors Europe (essai de contrdle qualité dans le cadre de la libération
des lots de vaccins), ou lors d’un de changement de « process » important dans la fabrication des vaccins, ou lors de demande
d’études de stabilité, il est nécessaire de contrdler l'innocuité de chaque lot de vaccin destiné au chien ou au chat sur deux animaux
de l'espéce correspondante.

Cet essai consiste a injecter a deux animaux (aucune méthode de substitution ne peut étre utilisée) deux doses (vaccins inactivés) ou
dix doses (vaccins vivants), et de suivre les animaux sur un plan général et local au point d'injection afin de vérifier l'innocuité du
lot. Les procédures sont trés cadrées réglementairement et peu de contraintes expérimentales sont imposées aux animaux.

Ce projet est congu en accord avec les exigences de remplacement, de réduction et de raffinement (3R), avec notamment
I’enrichissement apporté dans les enclos des animaux, la mise en place des périodes de jeu, I’hébergement par bindme pour les
chiens, en chatterie pour les chats.

450 carnivores domestiques seront utilisés pour ce projet sur une période de 5 ans.

Une procédure d’adoption est en place pour ces animaux.

6015. L’¢épilepsie, qui touche 1% de la population, constitue un probléme de santé majeur. En dépit de nombreuses avancées
thérapeutiques, seules 30% des épilepsies pharmaco-résistantes (celles qui ne répondent pas aux médicaments) sont opérables. Et
cette option de chirurgie de résection n’est envisageable que si le foyer se situe dans une zone accessible du cerveau.

Dans les autres cas, une autre approche thérapeutique est 1I’inhibition des crises d’épilepsie par refroidissement du tissu cérébral. Ce
phénoméne, connu depuis les années 1930, a été validé chez le rongeur a I’aide de dispositifs de refroidissement appliqués a la
surface du cerveau. Ce projet a pour objectif de valider le principe de refroidissement localisé permettant un arrét de la crise
épileptique sur un modele de primate. Cette technique a I’avantage d’étre réversible et d’étre une procédure peu invasive, mais elle
doit encore étre affinée en vue d’une application thérapeutique.

L’objectif scientifique de notre étude est donc de déterminer les paramétres de refroidissement qui seront nécessaires a la conception
d’un dispositif implantable chez ’homme, capable de détecter précocement une crise d’épilepsie émergeante et de ’inhiber en
activant un refroidissement localisé de la zone épileptogéne profonde.

Un dispositif préclinique permettant un refroidissement localisé en profondeur sera développé. Le projet sera divisé en deux phases
: tout d’abord une mise au point du modéle primate épileptique pour pouvoir reproduire les crises épileptiques de fagon stables et
prévisibles. Puis la seconde partie sera centrée sur les effets et I’optimisation du refroidissement sur ces crises déja bien établies,
pour bien déterminer quelles sont les températures nécessaires pour avoir le maximum d’effets. Un modéle alternatif ex vivo
n'existant pas, le projet prévoit le recours a un minimum nécessaire de 6 primates, provenant d’élevages reconnus, afin d’assurer la
validité des résultats. Le modéle primate sera utilisé en raison de ses similitudes anatomiques fortes avec ’lHomme, permettant une
extrapolation aux conditions d’utilisation de I’implant en pratique clinique. Les protocoles d’anesthésie ont été définis et validés par
le vétérinaire de 1’installation et les méthodes expérimentales ont été choisies pour éviter toute souffrance ou douleur lors des
interventions sur les animaux. L application de critére d’arréts et le suivi quotidien des animaux assureront leur bien-étre.

6016. Depuis quelques années, avec le développement de la chirurgie ambulatoire, une grande attention est portée a tous les aspects
de la prise en charge péri-opératoire des patients pour réduire le caractére agressif de 1’acte chirurgical et améliorer les suites
opératoires: prise en charge de la douleur, anesthésie, anti-inflammatoires... Ces différents éléments de prise en charge sont
regroupés en une approche multimodale appelée réhabilitation rapide aprés chirurgie programmée (ERAS), développée au départ
dans le cadre de la chirurgie digestive. Un élément de cette approche qui fait I’objet de discussion est la limitation du jeline
préopératoire par 1’administration de boissons glucidiques jusqu’a deux heures avant I’intervention. En effet, le jeline préopératoire
et le stress chirurgical entrainent une diminution de la sensibilité des muscles et du foie a I’action de I’insuline et serait responsable
d’une augmentation des complications et d’un allongement de la durée d’hospitalisation. L’efficacité de cette stratégie est tres
discutée d’autant que les modalités de cette limitation du jeline demandent a étre précisées. Les travaux actuels se sont focalisés
uniquement sur I’apport en glucides sur la base du role du glucose dans la sécrétion et ’action de I’insuline. Or, d’autres nutriments,
en particulier des acides aminés tels que la glutamine, sont connus pour leur action sur I’insulino-sécrétion et 1’insulino-sensibilité.
Notre hypothése de travail est que 1’addition de glutamine a des solutions glucidiques administrées en préopératoire devrait permettre
d’optimiser 1’effet de ces derniéres sur la réponse inflammatoire et I’insulino-résistance induites par le stress chirurgical.

Le but de ce projet est d’évaluer I’efficacité de différentes solutions riches en glucides et acides aminés administrées en préopératoire
sur le stress postopératoire chez le jeune rat adulte.

Ce projet en deux parties sera réalisé chez des rats males Sprague-Dawley dgés de 8 semaines subissant une résection intestinale
sous anesthésie a I’isoflurane. Un total de 172 animaux sera nécessaire pour ce projet.

Ce projet est réalisé dans le cadre de 1’évaluation et du développement de produits de nutrition préopératoire Les animaux seront
maintenus en cage a métabolisme jusqu’a 72 heures aprés 1’intervention, pour permettre le suivi de la prise alimentaire et le recueil
urinaire, pour explorer la dégradation protéique, a jeun ou apres mesure de la synthése protéique. Les animaux bénéficieront d’un
traitement antalgique pré- et postopératoire. Une premiére étude évaluera la cinétique de réponse a la chirurgie. Des animaux opérés



seront suivi pendant 24, 48 et 72 heures aprés ’intervention pour une étude cinétique et comparés a des animaux témoins. Dans la
seconde, I’influence de trois solutions de glucides et d’acides aminés administrés avant la chirurgie sera étudiée par rapport a des
animaux simplement a jeun, les animaux étant étudiés au maximum de la réponse a la chirurgie. Une surveillance quotidienne de
tous les animaux sera mise en place tout au long de I’expérimentation afin de dépister et le cas échéant de remédier a une éventuelle
souffrance animale.

6017. L alimentation représente 60% du cotit de production en élevage porcin. Les porcs sont généralement alimentés a volonté, ce
qui conduit & une augmentation importante des quantités ingérées a la fin de la période d’engraissement, générant des pertes
économiques et des nuisances environnementales. A I’inverse, de faibles quantités ingérées par de jeunes porcelets sevrés peuvent
entrainer des désordres digestifs et limiter leur croissance. Il est donc important d’optimiser 1’ingestion volontaire des porcs, pour
ajuster au plus prés les apports nutritionnels aux besoins des animaux et ainsi réduire le coflit de I’alimentation.

L’objectif de ce projet est d’étudier les dynamiques d’ingestion et de déterminer les mécanismes sous-jacents qui régulent 1’ingestion
volontaire chez le porc. Il se déclinera en 4 études correspondant a deux stades physiologiques : croissance et finition. Un total de
192 porcs sera utilisé pour ce projet, 96 porcs de 35 kg et 96 porcs de 70 kg.

Pour chaque stade physiologique, les mesures consisteront en la mesure des performances de croissance), la caractérisation de la
dynamique d’ingestion volontaire (nombre de repas, vitesse d’ingestion, quantité ingérée) et I’étude des mécanismes de régulations
(hormones, statut énergétique). Dans le but de trouver des solutions nutritionnelles limitant 1’ingestion en fin d’engraissement, les
animaux seront nourris soit d’un aliment standard, soit d’un aliment induisant une diminution de la prise alimentaire.

Le projet a été élaboré dans le respect de la régle des 3R. Remplacement : les mesures sur animaux sont requises car le projet porte
sur I’étude de la régulation de I’ingéré volontaire qui ne peut étre évaluée in vitro ou par modélisation. Réduction : le nombre
d’animaux a été minimisé et adapté aux procédures expérimentales. Raffinement : les conditions d’hébergement seront les meilleurs
possibles pour ce type d’étude en permettant aux animaux une liberté de mouvement.

6018. A partir du | janvier 2018, le passage a une alimentation 100% bio représentera un défi important pour les fabricants d’aliments
car les besoins en acides aminés (AA) du porc devront étre couverts seulement en combinant au mieux les ressources « bio » riches
en protéines afin d’éviter des carences préjudiciables aux performances. En pratique, cela demande de connaitre trés finement la
valeur protéique des matiéres premicres riches en protéines (MPRP) biologiques. A ce jour, les MPRP bio disponibles sont
principalement les tourteaux de soja, de tournesol (et dans une moins mesure le tourteau de colza) mais également les différentes
variétés de pois. Pour ces différentes matiéres premicres, les teneurs en AA digestibles ne sont pas connues et/ou demandent a étre
précisées pour prendre en compte les spécificités (conditions agronomiques de production, procédés de trituration, etc.) imposées
par la filiére Bio. Dans cet essai, les matiéres premieres (n=8) seront incorporées a un taux de 25% dans des régimes contenant de
la caséine et de 'amidon de mais. Les régimes obtenus seront testés sur 8 porcs dans un dispositif comportant 2 carrés latin menés
simultanément.

Le projet a été élaboré dans le respect de la régle des 3R. Remplacement: les mesures sur animaux sont requises car 1’objectif de
I’étude est de déterminer 1’utilisation digestive des acides aminés au niveau iléale et il n'est pas possible d'étudier l'utilisation
digestive des nutriments autrement que sur un animal entier et vivant. Réduction : le nombre d’animaux (n=8) et le dispositif
expérimental mis en place ont été déterminés sur la base d’essais antérieurs afin d’atteindre le niveau de précision souhaité pour
I’intégration des résultats du projet dans des tables de composition nutritionnelle tout en limitant le nombre d’animaux et la durée
d’hébergement dans des cages a digestibilité. Dans notre essai, les mesures sont réalisées au niveau iléal et la variabilité entre les
individus est réduite (grace au dispositif expérimental en carré-latin). Raffinement: I’anastomose iléo-rectale est la seule méthode
permettant de collecter quantitativement les digestats de la fin de I’intestin gréle. Elle est mise en place sous anesthésie générale et
une analgésie est appliquée pendant l'intervention et au cours de la période post-opératoire avec un suivi trés attentif des animaux
pendant toute la durée de l'expérience.

6019. La chimiothérapie contre les cancers provoque des effets secondaires toxiques. La toxicité au niveau du cceur est
particulierement dangereuse. Elle représente 1’effet secondaire majeur de différents traitements anti-cancéreux, en particulier ceux
qui utilisent des drogues du groupe des anthracyclines. Cette cardiotoxicité peut se manifester plusieurs années apres la thérapie et
elle est souvent irréversible. Les mécanismes sous-jacents restent mal connus, et il n’existe pas de stratégie efficace et ciblée pour
prévenir ou traiter cette toxicité cardiaque. Comme le nombre de survivants des maladies cancéreuses s’accroit, les effets secondaires
liés a la chimiothérapie deviennent un probléme majeur de santé publique. Par conséquent, il devient urgent de traduire des résultats
de la recherche fondamentale en applications cliniques potentielles.

Nos recherches antérieures in vitro et ex vivo chez le rat ont identifié un mécanisme régulateur du métabolisme cardiaque comme
une cible majeure des agents chimiothérapeutiques. Ce mécanisme fait 1’objet de 1’étude proposée ici. Elle utilisera un modéle
animal préclinique in vivo : des souris soumises a une chimiothérapie qui affecte le fonctionnement cardiaque. Le but du projet sera
(i) de valider les résultats prometteurs des études antérieures obtenues sur des modeles ex vivo, (ii) de mieux comprendre le
dysfonctionnement du mécanisme régulateur identifié au niveau du ceeur dans ’animal in vivo et (iii) de tester de nouvelles stratégies
préventives et thérapeutiques qui ciblent cette régulation. Pour cela, 1‘¢tude va faire appel a des souris transgéniques, dont une
protéine clé de cette régulation sera rendue non fonctionnelle spécifiquement dans le cceur de la souris adulte. Nous allons ainsi
pouvoir étudier I’effet de ’absence de cette protéine sur le développement de la cardiotoxicité et son role dans des traitements
cardioprotecteurs. En effet, ce mécanisme régulateur présente un site d’action cardioprotecteur, car son activation pourrait prévenir



I’apparition des effets secondaires cardiaques ou méme diminuer rétroactivement les conséquences de ces effets secondaires. Nous
testerons donc un traitement par une molécule de type polyphénol, connue pour activer le mécanisme ciblé, et dont les effets
bénéfiques sur le cceur et les vaisseaux ont été démontrés.

Le modele in vivo utilisé dans cette étude est conforme aux derniéres directives dans le domaine de la cardio-oncologie, en particulier
en s’approchant de la pathologie humaine par I’étude de la cardiotoxicité chronique qui se manifeste aprés un certain délai. L’étude,
qui inclut 210 souris au total, respectera la régle des 3R. Remplacer : Basé sur les résultats publiés par notre équipe et d'autres
groupes, nous allons utiliser aussi les modéles alternatifs aux modéles in vivo (cardiomyocytes en culture, cceur perfusé). Réduire :
Le nombre d'animaux a été déterminé sur la base d'études publiées pour donner la puissance statistique adéquate avec un minimum
d’animaux. Le protocole du traitement par 1’agent anticancéreux a été défini sur la base de travaux publiés pour permettre le gain
d’un maximum d’informations a partir des individus étudiés. L'exploitation maximale de matériel biologique est prévue dans le
protocole (différents organes vont étre prélevés et différents dosages réalisés). Le schéma des groupes expérimentaux permet de
reproduire et d'utiliser des animaux d'une maniére la plus avantageuse. Raffiner : Choix du modé¢le (traitement chronique chez la
souris) et des procédures (dose et durée du traitement de chimiothérapie, choix des points limites, procédures d'euthanasie) ont été
faits conformément a 1'état actuel des connaissances et exigences envers ce type d'étude.

6020. La sclérose en plaques (SEP) fait intervenir des mécanismes auto-immuns complexes qui agressent les cellules qui synthétisent
la gaine de myéline protectrice dans le systéme nerveux central. Ce phénomeéne entraine des lésions a 1’aspect scléreux (épais et
dur), 1ésions appelées plaques, d’ou le nom de la maladie. Elles traduisent une démyélinisation et souvent le début d’une
dégénérescence axonale.

Les traitements disponibles a ce jour ne permettent pas de guérir, mais ils préviennent les poussées dans les formes récurrentes. Ils
ne présentent pas d’efficacité sur les formes progressives de la maladie.

L’injection d’interféron béta plusieurs fois par semaine reste une thérapie de choix pour le traitement de la sclérose en plaque.
Néanmoins, ces injections répétées sont associées a des réactions inflammatoires au niveau du site d’injection. Aujourd’hui, il est
donc indispensable de penser a des méthodes innovantes permettant la diffusion du médicament de maniére plus compatible avec la
clinique.

Scientifiques et industriels travaillent depuis des années au développement de micro-€quipements capables de suivre, voire d’agir,
sur les influx nerveux et électriques du corps humain. La plupart de ces projets sont toujours a un stade trés expérimental. Dans le
cas du traitement de la sclérose en plaque par injection d’interféron béta, le développement d’implants bioélectroniques cellulaires
permettrait d’offrir une alternative efficace aux injections répétées.
Notre projet vise donc a développer un dispositif constitu¢ d’une
modifiées pour secréter de 1’interféron béta.

Apres anesthésie, une chirurgie des animaux permettra I’implantation du dispositif électronique au niveau de la région lombaire sous
cutanée. Une analgésie sera immédiatement induite sur I’animal afin de prévenir toutes douleurs post-opératoires. Cet implant
¢électronique est alimenté par un dispositif sans fil. Une interface optique permet de contréler a distance les cellules vivantes pour
I’expression des geénes codant les protéines thérapeutiques. Les parois de cette chambre sont des membranes semi-perméables
laissant diffuser les protéines thérapeutiques. Le confinement des cellules dans I’implant permet au dispositif d’étre facilement
implanté ou enlevé.

La nouveauté de 1’approche réside dans le contréle de la sécrétion de protéines a visée thérapeutique in situ. L’action thérapeutique
associée a un dosage fin de la thérapie préviendrait les réactions immunitaires indésirables comme la douleur et I’irritation locale au
site d’injection.

Dans le cadre de ce projet, I’'implant bioélectronique programmé pour délivrer un médicament, I’interféron béta chez le modele de
sclérose en plaque, sera implanté chez I’animal anesthésié. Ce projet ne peut pas étre réalisé in vitro car les cellules en culture ne
peuvent représenter le systéme immunitaire complet d’un étre vivant.

Pour vérifier que les implants délivrent bien les cellules et ’interféron béta injecté, la technique d’imageriec TEP est utilisée,
technique non invasive pour I’animal. Les tests préliminaires ont été réalisés in vitro et montre la faisabilité de prototypes
bioélectroniques.

Le projet prévoit d’utiliser 344 rongeurs, nés et ¢levés dans des établissements agréés. Leur nombre a été réduit 2 un minimum
nécessaire pour permettre ’interprétation des résultats par des tests statistiques. De plus, afin d’éviter 1’utilisation d’animaux
supplémentaires, les échantillons et prélévements sanguins des animaux seront distribués aux différents groupes de chercheurs
prenant part a ce projet de recherche.

Les méthodes expérimentales ont été choisies pour éviter toute souffrance lors des interventions sur les animaux. Des protocoles
d’anesthésie et d’analgésie ont été définis et validés par une équipe de vétérinaire. Des critéres d’arrét sont prévus dans le projet afin
de prendre en compte d’éventuels effets inattendus, et dans ce cas, le vétérinaire de 1’installation sera alerté afin de mettre en ceuvre
des traitements appropriés ou de décider d’une euthanasie. Les animaux sont hébergés en groupe dans des cages, enrichies de
modules permettant de diversifier leurs activités, et sont observés au quotidien par une équipe en charge de leurs soins.
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chambre’” (’implant) contenant des cellules génétiquement

6021. La pharmacocinétique étudie le devenir de la molécule dans I’organisme. Le devenir du médicament selon les doses utilisées
et sa voie d'administration est étudiée chez l'animal: son absorption, sa distribution par la circulation sanguine, son métabolisme,
son ¢limination.

Les lapins sont régulierement utilisés pour la recherche biomédicale dans les domaines de santé humaine et vétérinaire (espece
cible).



En tant que sous-traitant de I’industrie pharmaceutique, nous proposons a nos clients de réaliser la phase expérimentale de leurs
études.

L’enjeu de ce projet est donc la réalisation des études de pharmacocinétique chez les lapins, en administrant aux animaux un
traitement a tester et en pratiquant ensuite des prélévements sanguins répétés.

Aucune méthode alternative ne permettant actuellement de reproduire la diffusion d’un produit dans le sang des animaux, il est
indispensable de recourir a I’animal entier pour étudier un produit.

Au maximum pour ce projet, nous prévoyons de réaliser la phase animale des études pharmacocinétiques de 350 produits au
maximum, en 5 ans.

Chaque produit a tester fera I’objet d’une étude particuliére. On calculera pour chaque étude le nombre d’animaux nécessaire, il sera
toujours réduit au minimum, en tenant compte de la variabilité des résultats attendus.

Au total, au maximum 1050 animaux pourront étre utilisés en 5 ans dans ce projet. Le mode d’administration des produits sera
fonction du produit a tester mais toujours conforme aux recommandations en vigueur et aux bonnes pratiques vétérinaires.

Les prélévements sanguins seront toujours réduits au minimum. Ils pourront étre réalisés soit par ponction directe soit par ponction
indirecte par 'intermédiaire d'un cathéter placé dans une veine auriculaire.

Les prélévements sanguins réalisés par ponction directe se font en introduisant une aiguille soit au niveau de la veine jugulaire ou
auriculaire soit au niveau de l'artére auriculaire.

Durant toute la phase expérimentale, les animaux seront hébergés par groupe ou de fagon individuelle (s'il y a que des lapins males
ou si demandé par le protocole) dans des cages comprenant du matériel d'enrichissement adapté (ex: tablette cachette, buchette a
ronger...) et en ayant un contact visuel avec ses congénéres. Toute intervention sur l'animal sera effectuée par une personne habilitée
et expérimentée afin de réduire au minimum le stress 1ié¢ a la contention.

6022. Les primates non humains sont utilisés pour la recherche préclinique dans le domaine de la santé humaine. Ils sont notamment
inclus dans des études de pharmacocinétique dont le but est de suivre la concentration d’un produit d’intérét médical dans le sang
au cours du temps.

En tant que sous-traitant de ’industrie pharmaceutique, nous proposons a nos clients de réaliser la phase expérimentale de leurs
études.

L’enjeu de ce projet est donc la réalisation des €tudes de pharmacocinétique chez les primates non humains, en administrant aux
animaux un traitement a tester et en pratiquant ensuite des prélévements sanguins par ponction directe.

Aucune méthode alternative ne permettant actuellement de reproduire 1'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination
d’un produit dans l'organisme des animausx, il est indispensable de recourir a I’animal entier pour étudier un produit.

Ce projet englobe plusieurs études. Au maximum nous prévoyons de réaliser des études pharmacocinétiques de 130 produits en 5
ans.

Chaque produit a tester fera I’objet d’une étude particuliére. On calculera pour chaque étude le nombre d’animaux nécessaire, il sera
toujours réduit au minimum, en tenant compte de la variabilité des résultats attendus.

Au total, au maximum 390 animaux pourront &tre utilisés en 5 ans dans ce projet. Le mode d’administration des produits sera
fonction du produit a tester mais toujours conforme aux recommandations en vigueur et aux bonnes pratiques vétérinaires.

Les prélevements sanguins seront toujours réduits au minimum. Ils pourront étre réalisés par ponction avec une aiguille a la veine
fémorale, a la veine céphalique ou a la saphéne.

Durant toute la phase expérimentale, les animaux seront hébergés par groupe ou de fagon individuelle (pendant les périodes de
prélévements de sang rapprochés ou si demandé par le protocole) dans des hébergements comprenant du matériel d'enrichissement
adapté et en ayant un contact visuel avec ses congénéres. Toute intervention sur l'animal sera effectuée par une personne habilitée
et expérimentée afin de réduire au minimum le stress 1ié a la contention.

6023. La pharmacocinétique étudie le devenir de la molécule dans I’organisme. Le devenir du médicament selon les doses utilisées
et sa voie d'administration est étudiée chez l'animal: son absorption, sa distribution par la circulation sanguine, son métabolisme,
son ¢limination. Les chats sont réguliérement utilisés pour la recherche biomédicale dans les domaines de santé animale (espéce
cible).

En tant que sous-traitant de 1’industrie pharmaceutique, nous proposons a nos clients de réaliser la phase expérimentale de leurs
études. L’enjeu de ce projet est donc la réalisation des études de pharmacocinétique chez les chats, en administrant aux animaux un
traitement a tester et en pratiquant ensuite des prélévements sanguins par ponction directe.

Aucune méthode alternative ne permettant actuellement de reproduire la diffusion d’un produit dans le sang des animaux, il est
indispensable de recourir a I’animal entier pour étudier un produit.

Au maximum pour ce projet, nous prévoyons de réaliser la phase animale des études pharmacocinétiques de 200 produits au
maximum, en 5 ans. Chaque produit a tester fera 1’objet d’une étude particuliére. On calculera pour chaque étude le nombre
d’animaux nécessaire, il sera toujours réduit au minimum, en tenant compte de la variabilité des résultats attendus

Au total, au maximum 1800 animaux pourront &tre utilisés en 5 ans dans ce projet. Le mode d’administration des produits sera
fonction du produit a tester mais toujours conforme aux recommandations en vigueur et aux bonnes pratiques vétérinaires.

Les prélévements sanguins seront toujours réduits au minimum. Ils pourront étre réalisés par ponction avec une aiguille a la veine
jugulaire, a la veine céphalique ou a la saphéne.

Ces prélevements pourront parfois étre associés a des prélévements urinaires qui se feront soit par miction spontanée soit par
cathétérisation urétrale ou par cystocentése.



Durant toute la phase expérimentale, les animaux seront hébergés généralement par groupe ou en individuel si demandé par le
protocole. Dans le cas d’hébergement individuel, une attention particuliére sera portée au raffinement et a un enrichissement du
milieu adapté pour éviter 'ennui: contact visuel et olfactif entre congénéres, surface suffisante de I'hébergement, présence de jouets,
de tablettes...
Toute intervention sur 1'animal sera effectuée par une personne habilitée et expérimentée afin de réduire au minimum le stress li¢ a
la contention.

6024. La dystrophie myotonique de Steinert (ou DM1) est une pathologie génétique, dominante, touchant 1 personne sur 8000 en
France, elle est caractérisée notamment par une faiblesse musculaire, une myotonie, des troubles cardiorespiratoires, une
hypersomnolence et des anomalies cognitives et du comportement. Il n’existe a ce jour aucun traitement efficace de cette maladie.
Jusqu’a présent, ce sont principalement les altérations musculaires et cardiaques qui ont été étudiées. Or, le cerveau présente
également des modifications significatives révélées par imagerie par exemple. Afin d’étudier cette maladie au niveau cérébral, nous
utiliserons un modéle reconnu de lignées de souris transgéniques porteuses du géne muté responsable de la DM 1, présentant chacune
des caractéristiques proches des différents symptomes humains.

Nous étudierons plus particuliérement le glutamate, qui est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central et
dont les protéines de régulation (appelées transporteurs) ont des taux altérés a la fois chez les patients et les souris mutées DM1. Le
projet de recherche fondamentale que nous ménerons pendant 3 ans vise a évaluer la capacité de ces transporteurs cérébraux, moins
exprimés et donc moins nombreux, a réguler les taux extracellulaires du glutamate de ces souris. Nous nous intéresserons plus
particulierement a deux structures cérébrales impliquées 1’un et 1’autre dans les déficits intellectuels, mais aussi riches en neurones
a glutamate : le cortex frontal et I’hippocampe dorsal. Si la capacité des transporteurs a glutamate était bien trouvée déficiente, 1’effet
d’un traitement pharmacologique connu pour stimuler la synthése de ces transporteurs serait alors évalué¢ dans ces deux mémes
zones cérébrales.

Les résultats de notre étude devraient permettre de mieux connaitre les conséquences cérébrales de la mutation génétique mais aussi
d’évaluer une nouvelle piste médicamenteuse pour cette pathologie rare.

Notre étude consiste a utiliser des procédures de la littérature reconnues et réalisées dans le respect de I'éthique animal. Cent
quarante-quatre souris (144 au maximum) devraient étre utilisés sur les trois années que durera ce projet qui étudiera deux structures
cérébrales avec trois lignées différentes (deux lignées avec mutation et une saine), en présence ou en absence d’un traitement
pharmacologique visant a restaurer la capacité de transport du glutamate. Nous réduirons le plus possible le nombre d’animaux
utilisés en nous basant a la fois sur notre propre expérience et les tests statistiques. Nous garderons nos animaux dans des conditions
d’hébergement et d’asepsies appropriées (milieux enrichis et environnement exempt d’organismes pathogénes) et nous utiliserons
les stratégies expérimentales les plus adaptées pour minimiser leur souffrance. Nous mettrons en place un suivi clinique quotidien
des animaux.

6025. Ce projet a pour objectif de produire du sérum et du sang total de chien qui sont nécessaires, et ne peuvent étre remplacés,
pour assurer la production d’un médicament a usage vétérinaire (vaccin). Ce médicament permet de prévenir une maladie grave chez
le chien en médecine vétérinaire.

Les volumes nécessaires peuvent étre atteints en prélevant un pool de chiens de grande taille (plus de 25 kgs) de 90 animaux, ce qui
correspond a une utilisation totale de 160 chiens sur 5 ans. Les animaux prélevés réguliérement ne sont pas euthanasiés a I’issue de
la procédure expérimentale de prélévement qui est arrétée lorsque 1’animal est 4gé de 8 ans, dge a partir duquel il sera suivi en
gériatrie (prostate...).

Pendant toute la durée du projet, les animaux sont hébergés en zone dédiée dans des conditions qui tiennent compte de leur bien-
étre. Les procédures expérimentales sont de gravité 1égére (contrainte équivalente a une piqlre d’aiguille). Un suivi étroit de la santé
des animaux est réalisé pour éviter tout risque li€ aux prélévements sanguins.

6026. Le cancer pancréatique est en augmentation croissante, son incidence a été multipliée par plus de deux depuis les années 1980.
En 2015, I’incidence estimée en France était de 11328 nouveaux cas et I’espérance de vie a 5 ans est seulement de 5%. Malgré
I’accroissement du nombre de molécules chimiothérapeutiques, les progrés thérapeutiques restent encore modestes. L'un des
obstacles majeurs réside en effet dans 1'absence de délivrance spécifique de ces molécules dans le tissu tumoral. De plus, la majorité
de ces substances provoque des effets indésirables sur les tissus sains. Par ailleurs, la présence de barriéres biologiques (ex : barriére
endothéliale) limite le passage de ces molécules du sang vers le tissu tumoral, restreignant ainsi leurs efficacités thérapeutiques.
Dans ce contexte, ce projet a pour objectif de valider une technologie ultrasonore, la sonoporation, pour la délivrance ciblée du nab-
paclitaxel (molécule chimiothérapeutique) et du cetuximab (anticorps thérapeutique) dans un modé¢le murin de cancer pancréatique
(souris males). Nous évaluerons les effets de la délivrance par sonoporation de ces monothérapies (nab-paclitaxel et cetuximab) et
de leur combinaison sur la croissance tumorale par des techniques d'imagerie non-invasive. Nous souhaitons corréler 1'efficacité
thérapeutique de cette stratégie a la biodistribution intratumorale de ces molécules thérapeutiques. Cette nouvelle approche
thérapeutique pourrait devenir une méthode prometteuse dans le traitement du cancer pancréatique.

La prise en compte de la régle des 3R se décline par: Remplacement : Dans une premiére approche expérimentale, nous avons réalisé
des expériences in vitro dont les résultats sont particuliérement encourageants et nécessitent d'étre validés avec un modele
préclinique. Par conséquent, a cette étape du projet, le modele animal ne peut étre substitué par un autre modele d'étude in vitro ou
in silico. Réduire : le nombre minimal d’animaux (212 souris) pour obtenir des résultats interprétables a été calculé a partir de



résultats obtenus lors d’expérimentations préliminaires. Raffinement: Les souris seront hébergées par lot de 10 souris en présence
d'un objet d'enrichissement (coton, morceaux de carton). Les animaux développant une tumeur seront observés une fois par jour.

6027. La dénutrition est un facteur de risque d’augmentation de la morbi-mortalité et de prolongation de la durée d’hospitalisation,
quelle que soit la catégorie de patients. Par conséquent, elle doit faire partie intégrante de la prise en charge thérapeutique de ces
derniers. Le recours a la nutrition parentérale est obligatoire lorsque la voie entérale est contre-indiquée ou insuffisante, cependant,
I’administration de nutrition parentérale provoque trés fréquemment des hyperglycémies pouvant étre délétéres et nécessitant la mise
en place d’un traitement hypoglycémiant par insulinothérapie, y compris chez des patients non diabétiques. L’ajout d’insuline dans
les poches de nutrition parentérale n’est recommandé par les sociétés savantes de nutrition entérale et parentérale, que si sa stabilité
ainsi que celle du mélange de nutrition parentérale ont été respectivement démontrées. La présente étude s’inscrit dans cette situation.
L’objectif principal est de mettre en évidence la perte ou le maintien de 1’activité biologique hypoglycémiante de ’insuline aprés
son ajout dans un mélange de nutrition parentérale ternaire supplémenté en vitamines et oligo-¢1éments. Cette étude s’appuiera sur
des données d’expérimentation animale menée chez le lapin. La régle des 3R est respectée dans notre protocole. Aucune solution in
vitro ne saurait remplacer I’emploi d’animaux. Le nombre d’animaux nécessaire sera de 12 afin de garantir une puissance statistique
suffisante tout en limitant le nombre d’animaux. Les lapins se verront administrer au moyen d’une pompe spécifique, un mélange
de nutrition parentérale ternaire (composé de glucides, acides aminés et lipides, les trois macronutriments indispensables) enrichi en
vitamines et oligo-éléments. Ce dernier sera supplémenté par un ajout d'insuline humaine recombinante. L’administration de la
nutrition parentérale ainsi que les prélévements seront facilités par I’emploi d’un cathéter de dimension adaptée. Des prélévements
sanguins destinés a la réalisation d’une cinétique seront effectués au niveau de la veine marginale de I’oreille des animaux. Des
dosages glycémiques et insulinémiques seront réalisés a partir de ces prélévements au moyen de méthodes immunométriques
validées dans un milieu sérique. Une seconde partie du protocole consistera & mener cette méme étude sur les animaux rendus
diabétiques afin de s’affranchir de leur propre sécrétion d’insuline. Cela permettra de déterminer la réactivité croisée des kits
immunométriques de dosage de I’insuline, vis & vis de I’insuline de lapin et de conforter les résultats de la premiére partie du
protocole. La réutilisation des animaux du premier protocole permet de réduire le nombre total d’animaux employés. Les animaux
seront mis a jeun dans les 6 heures précédant les expériences, afin de limiter leur inconfort durant la période de 2 heures de perfusion
de la nutrition parentérale. En dehors des périodes d’expérimentation, ils bénéficieront de nourriture et d’hydratation ad libitum,
ainsi que d’un cycle jour/nuit de 12h/12h, au sein d’une animalerie agréée, dont 1’autorité de tutelle a signé la Charte nationale
portant sur 1’éthique de I’expérimentation animale. Seule la douleur infligée lors de la pose du cathéter est envisagée et celle-ci se
verra atténuée au moyen de I’emploi d’une créme anesthésiante. Les animaux seront hébergés par bindme au sein de 1’animalerie
avec une maitrise des températures et un enrichissement dans les cages. Des points limites (perte de poids supérieure a 20% en deux
semaines, signes d’insuffisance cardiaque post administration...) seront appliqués.

6028. Depuis la crise de la « vache folle » (Encéphalopathie Spongiforme Bovine-ESB) et I’émergence du nouveau variant de la
maladie de Creutzfeld-Jakob chez I’ Homme en 1996 (contamination a partir de produits bovins atteints d’ESB), la question de la
transmissibilité a I’homme (risque zoonotique) des agents responsables de maladies a prions chez les espéces de rente (bovins, ovins,
caprins) fait I’objet d’une attention particuliere de la part des pouvoirs publics.

Dans ce contexte, plusieurs projets internationaux ont ét¢ mis en place, ayant pour but la caractérisation :

- de la diversité des prions circulant chez les animaux de rente,

- et de leur capacité a franchir les barri¢res de transmission limitant leur propagation entre différentes espéces animales.

En l'absence de modéles in vitro ou ex vivo performants, 1’utilisation de souris transgéniques exprimant une protéine prion
hétérologue est la seule alternative pertinente a 1’utilisation des espéces cibles (bovins, ovins, caprins) pour 1’évaluation de la
perméabilité des barriéres d’especes. De la méme maniére, seuls les modeles de souris transgéniques exprimant les différents variant
du géne PRNP humain permettent d’évaluer le potentiel zoonotique des prions.

Dans un projet précédent, mené en collaboration avec 6 équipes Européennes, les propriétés biologiques d’un large panel d’isolats
de prions (n=18) provenant d’ovins, de caprins et bovins ont été biologiquement caractérisées. De méme, 15 isolats humains de
maladie de Creutzfeld-Jakob, représentant les différentes formes clinico-pathologiques de la maladie (formes sporadiques,
iatrogénes et nouveau variant) ont été caractérisés par bio-essais sur des souris transgéniques exprimant les principaux variant de la
protéine prion humaine (M129M, V129V, M129V, E200K, D178N, A117V).

Dans ce nouveau projet, les objectifs sont :

- de transmettre (second et troisiéme passages) le panel d’isolats de prions humains et animaux, afin d’en stabiliser les propriétés
biologiques ou de confirmer, le cas échéant, une absence de transmission (réplication a bas bruit de ’agent infecticux sans survenue
d’une maladie clinique au cours de la durée de vie de la souris),

- d’évaluer la perméabilité de la barriére de transmission humaine aux prions animaux, et, en cas de transmission, de comparer leur
phénotype avec ceux des isolats de maladie de Creutzfeld-Jakob.

Ces travaux devraient permettre de statuer sur le risque zoonotique que représentent les principales souches de prions circulant chez
les animaux de rente et, le cas échéant, de confirmer un potentiel lien phylogénétique entre ces prions et ceux responsables de
maladies humaines. Ils vont nécessiter 2808 souris transgéniques sur une période de 5 ans, qui seront inoculées par voie
intracérébrale sous anesthésie, avec différents isolats de prions humains et animaux. Ces animaux seront ¢levés en cages teintées
collectives de 6 souris (nombre minimal requis pour établir un phénotype fiable de chaque isolat et pour pouvoir comparer les durées
d'incubation a 1'aide de tests statistiques non paramétriques) équipées avec des bichettes en bois a ronger et du coton pour la
confection de nids. IIs seront surveillés quotidiennement jusqu’a l'apparition d’éventuels signes cliniques d’une maladie a prions



(maximum 650 jours). Dés la survenue de signes cliniques d’une encéphalopathie spongiforme, ou de toute autre maladie
intercurrente, ou bien au-dela de 650 jours, les animaux seront euthanasiés et des prélévements post-mortem seront effectués pour
analyses biochimiques et histologiques.

6029. Au cours des derniéres décennies, mais surtout depuis février 2013, la réglementation sur 1’expérimentation animale a
énormément évolué du point de vue éthique. Ainsi, les laboratoires ont I’obligation de prendre en considération la douleur
potentiellement infligée a I’animal et de la soulager lors de leurs expérimentations tout en garantissant 1’obtention de résultats
scientifiques robustes.

L’objectif de ce projet est d’étudier I’impact d’un traitement contre la douleur, obligatoire pour toute intervention chirurgicale, sur
la prise de greffe et la croissance tumorale. Plusieurs familles d’analgésiques vont étre évaluées : deux anti-inflammatoires non
stéroidiens et un dérivé morphinique, selon des posologies différentes. 4 types tumoraux humains vont étre implantés chez la souris
immunodéficiente. Pour évaluer les effets des molécules analgésiques testées, nous suivrons les perturbations de la prise de greffe
et de la croissance tumorale des différents groupes pendant 1 a 2 mois.

Une étude bibliographique a permis de sélectionner différents types de tumeurs et d’antidouleurs les plus pertinents pour notre étude.
Les processus inflammatoires impliqués dans la douleur consécutive a l'implantation tumorale sont la conséquence de mécanismes
complexes qui ne peuvent étre reproduits que sur un organisme entier. Les méthodes alternatives ne permettent pas de décrire ces
processus, il est donc nécessaire d'étudier les effets des antidouleurs sur I'animal entier.

Afin de limiter le nombre d'animaux, les tumeurs vont étre greffées sur chaque flanc de la souris. Le nombre d'animaux a été
déterminé grace a une étude statistique permettant une interprétation précise et significative des résultats obtenus. Les techniques de
greffe ont été standardisées pour améliorer la reproductibilité des résultats.

Nous utiliserons un total de 640 souris.

Enfin, de maniére a assurer le bien-étre des animaux tout au long de 1’étude, nous prendrons les dispositions nécessaires en vue de
réduire et d’éviter toute forme de souffrance.

L’hébergement des animaux se fera dans des conditions optimales avec enrichissement du milieu et un suivi quotidien. Toutes les
interventions et administrations se feront sous anesthésie générale ou locale. Du fait de l'objet du projet, seuls certains animaux
recevront des antalgiques. Néanmoins, ils seront tous en groupes sociaux, bénéficiant d'enrichissement environnemental et les points
limites seront strictement appliqués.

6030. Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont la 2¢me cause de mortalité dans le monde, et ’'une des causes majeures de
handicap acquis. Environ 80% des AVC sont dits ischémiques, c'est-a-dire induits par une interruption de la perfusion sanguine
cérébrale. La majorité des AVC ischémiques est liée a I’occlusion d’une artére cérébrale par un caillot (thrombus) transporté par la
circulation sanguine jusqu’aux artéres cérébrales (embolie cérébrale). Cette occlusion empéche ainsi I’apport en oxygéne dans les
territoires irrigués par cette artere.

Actuellement un moyen de rétablir I’oxygénation des tissus est de rétablir la circulation sanguine des structures ischémies
(reperfusion du tissu cérébral). Ceci peut étre réalis€ pharmacologiquement & ’aide d’un traitement thrombolytique. A I’heure
actuelle, le rt-PA (Alteplase) est le seul médicament thrombolytique ayant recu une autorisation de mise sur le marché dans
I’indication de la phase aigiie de ’AVC ischémique thromboembolique. Ce traitement posséde de nombreuses limitations : fenétre
thérapeutique courte, neurotoxicité, risque de transformation hémorragique. De plus, son efficacité est limitée : chez environ 50 %
des patients, I’administration du traitement ne permet pas le rétablissement de la vascularisation (recanalisation) des artéres
obstruées.

Ce travail se situe dans le cadre plus général de la recherche de nouvelles thérapeutiques dans le traitement pharmacologique de
I’AVC thromboembolique. Notre promoteur souhaite tester les effets d’un transporteur d’oxygéne qui pourrait assurer le maintien
de I’apport en oxygéne lors de I’ischémie cérébrale. En effet la taille réduite du transporteur d’oxygéne par rapport aux globules
rouges, cellules transportant I’oxygéne, ce composé pourrait franchir le caillot sanguin (thrombus) et suppléer rapidement 1’apport
en oxygene dans les territoires cérébraux ischémiés. Cette stratégie thérapeutique sera combinée a un traitement thrombolytique
permettant la destruction (lyse) progressive du thrombus utilisant du rt-PA.

L’évaluation d’une telle molécule in silico ou in vitro ne permettrait pas de prédire 1’efficacité du traitement dans le cadre d’une
intervention visant a limiter la taille des 1ésions cérébrales au cours d’un AVC thrombo-embolique chez ’Homme. Le nombre et la
complexité des mécanismes mis en jeux au cours de I’ischémie-reperfusion du tissu cérébral chez I’Homme ne sont actuellement
pas modélisables par des méthodes alternatives, alors qu’ils sont présents de fagon similaire chez le Rat (remplacement).

Au total, 156 rats males Wistar adultes de 300 a 400g seront utilisés pour ce projet. Sur la base de notre expérience du modéle, le
nombre de rat utilisé pour cette étude sera réduit au minimum (réduction) garantissant une interprétation statistique et scientifique
des résultats.

Chaque rat sera soumis a 4 procédures : tout d’abord a un prélévement de sang de 0,4 ml a une des veines de la queue pour préparer
des caillots ou thrombi (P1), puis I’induction sous anesthésie par voie gazeuse de I’AVC par injection de thrombi de taille calibrée
au niveau de 1’artére carotide en direction du cerveau (P2), et la mise en place d’un accés au niveau des veines de la queue pour
I’administration des traitements (P3). Ces traitements seront effectués sur animaux vigiles par voie intraveineuse (P3) ; le produit
testé sera administré 45 min apres 1’induction de la thrombo-embolie puis I’administration du rt-PA sera réalisée 2 heures apres
I’induction pour une partie initiale du traitement (bolus) puis du restant du traitement par perfusion pendant 1 heure.



Des tests neurologiques sensorimoteurs seront effectués 24 et 48 heures apres induction de I’AVC en plagant les animaux un par un
dans un dispositif expérimental (espace de 60x40cm avec mur de 20 cm) pendant 10 minutes environ, dans une piéce attenante a
I’animalerie, afin d’évaluer les déficits neurologiques.

Une surveillance soutenue des animaux sera réalisée au cours des 48 heures. Tout animal présentant une crise de convulsion
supérieure a 5 minutes ou une incapacité a se déplacer avec une perte compléte des réflexes posturaux a 24 heures sera mis a mort
en conformité avec les recommandations éthiques.

Les animaux seront placés a 2 ou 3 par cage a leur arrivée puis en cage individuelle a partir de I’induction de ’AVC jusqu’a leur
mise a mort afin de faciliter leur récupération de la chirurgie, de leur administrer les traitements et de les surveiller. Les animaux
disposeront d’une feuille de papier absorbant dans leur cage comme enrichissement (raffinement).

603 1. Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalité dans le monde. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé,
elles sont a 1’origine de 30% de la mortalit¢é mondiale totale. L’ischémie du myocarde est une pathologie cardiovasculaire trés
répandue qui est a I’origine de dysfonctions vasculaire et cardiaque (arythmies et infarctus du myocarde).

L’infarctus du myocarde touche 120 000 personnes par an en France et provoque le décés de 50 millions d’Hommes chaque année
dans le monde. Cette pathologie qui survient a la suite de 1’obstruction d’une artére coronaire privant ainsi une partie du myocarde
d’oxygeéne, entraine a long terme une dysfonction du ventricule gauche du coeur qui aboutit a I’instauration de I’insuffisance
cardiaque. La fatigue, les difficultés respiratoires et la dysfonction ventriculaire qui en résultent, sont encore mal prises en charge
par les traitements actuels et nécessitent donc la mise au point de nouvelles approches thérapeutiques.

Cette situation clinique peut étre étudiée au laboratoire grace a des modéles précliniques chez 1’animal et ainsi permettre la
découverte de nouvelles thérapies. L’ischémie du myocarde et I’insuffisance cardiaque fonctionnelle qui en découlent, sont des
processus intégrés et complexes qui ne sont pas modélisables in vitro et ne peuvent étre étudiées que sur des modeéles animaux
développés spécifiquement pour mimer les pathologies humaines. La sténose coronaire permanente ou transitoire (obstruction de
I’artére coronaire) induite par chirurgie chez le rongeur fournit un modéle expérimental pertinent pour 1’étude de I’infarctus du
myocarde in vivo mais également du développement de 1’insuffisance cardiaque consécutive.

Sur 5 ans ce projet prévoit 1’utilisation au maximum de 6525 rats.

La chirurgie nécessaire a la sténose coronaire et a I’induction de I’infarctus est réalisée sous anesthésie et est couverte par une
analgésie pré et post-opératoire. La fonction cardiaque et 1’évolution de I’insuffisance cardiaque sont ensuite suivies par des
méthodes non invasives et indolores, comme 1’échocardiographie. Elles sont de plus réalisées sous anesthésie gazeuse afin de limiter
le stress. La mesure des parameétres hémodynamiques (pression artérielle, fréquence cardiaque) est également réalisée sous
anesthésie en fin d’expérimentation.

Ces examens visent a évaluer finement les effets d’un candidat médicament via un suivi longitudinal (dans le temps) par individu et
ainsi limiter le nombre d’animaux utilisés.

Certains rats pourront également étre utilisés dans le cadre d’une collaboration avec une seconde équipe d’un autre établissement
utilisateur afin d’effectuer des évaluations de la fonction cardiaque par imagerie IRM.

Ces modeles d’insuffisance cardiaque vont également étre pour certains destinés a des analyses in vitro aprés prélévement des
organes d’intérét pour des évaluations histologiques, biochimiques, électrophysiologiques, etc...

Chez I’homme I’insuffisance cardiaque, peut étre aggravée par différents facteurs de risques dits de co-morbidités tels que
I’hypertension, le diabéte ou encore 1’obésité. Différentes souches de rats, présentant spontanément un ou plusieurs de ces facteurs
de risques sont disponibles et peuvent ainsi étre utilisées pour développer ce modéle, selon les besoins de recherche, afin de
reproduire au plus juste les contextes d’insuffisances cardiaques retrouvés chez les patients. Ces études s’inscrivent en fin de
processus de recherche de nouveaux candidats médicaments, a savoir que seuls seront étudiés dans ce projet des candidats
médicaments préalablement sélectionnés pour leur efficacité sur des tests in vitro, et dont la pharmaco-sécurité chez le rat est avérée.
Dans ces conditions, un suivi quotidien de 1’état général des animaux est assuré conjointement entre les équipes de zootechnie et les
expérimentateurs. Les rongeurs bénéficient d’un hébergement standard (avant chirurgie les animaux sont hébergés en groupe) ainsi
que d’un enrichissement du milieu comme des batonnets a ronger. Dans certaines conditions expérimentales (récupération post
chirurgicale, mesure de la pression par télémétrie, administration d’un traitement dans la nourriture ou dans ’eau de boisson, etc.)
I’animal est placé seul dans une cage individuelle. Enfin tout animal présentant au moins un des signes constituant les points limites
prédéfinis est immédiatement retiré de 1’étude.

6032. Le traitement de nombreux cancers reste encore trés difficile voire inefficace et les méthodes traditionnelles n’ont pas encore
apporté de réponses satisfaisantes sur le long terme. Ainsi, souvent, apres plusieurs chimiothérapies qui pour la plupart apportent un
bénéfice immédiat, la tumeur va recommencer a croitre, avec la sélection de cellules résistantes au traitement et aboutissant a la
mort du patient. C’est pourquoi s’est imposée, au sein de la communauté scientifique, I’idée qu’une seule méthode de traitement
n’est pas suffisante pour guérir du cancer. Il existe ainsi une demande pressante de la part de l'industriec pharmaceutique pour
l'identification de récepteurs spécifiques des cellules tumorales, permettant des approches de ciblage ou vectorisation d’agents
d’imagerie et molécules thérapeutiques. Des partenaires de ce projet ont engagé le développement de peptides vecteurs (pVectors)
conjugués avec des molécules d’imagerie, soit des fluorochromes (pVectors Fl), soit des agents cagés pour 1’imagerie avec des
radioéléments (pVectors-X). Certains de nos pVectors ont également été conjugués a un cytostatique (pVectors-CS) comme
potentiels candidat-médicaments, susceptibles d’induire un blocage de la prolifération tumorale puis une diminution et une
¢limination de la tumeur. Nous poursuivons donc 2 objectifs scientifiques et technologiques principaux: i) le développement de
nouveaux candidats-imagerie afin d’améliorer la détection et le suivi des cancers, ii) amener des candidats-médicaments aux phases



précliniques de validation. Les objectifs principaux concernant le ler point se déclinent en 3 procédures spécifiques dans notre
projet.

Des expériences sont ainsi envisagées chez 1’animal (souris) pour les 3 procédures suivantes : 1) Glioblastomes, 2) Cancer
pancréatique et 3) Cancer des Glandes Surrénales.

Lors de précédentes études in vitro, nous avons pu démontrer le ciblage spécifique d'une premiére génération de vecteurs d’imagerie
sur différents modeles cellulaires. Dans le présent projet, nous souhaitons utiliser ces mémes vecteurs et des vecteurs optimisés
(peptides différents, linkers différents) afin d'évaluer le potentiel de ciblage in vivo. Les données recueillies lors de ces précédentes
expériences ont été utilisées pour affiner au mieux les protocoles expérimentaux. Nous ne sommes pas capables de remplacer
l'expérimentation animale sur souris par d'autres alternatives in vitro. Cette question ne peut étre abordée qu’in vivo car il n’est pas
possible d’étudier la distribution de nos molécules d’imagerie dans des systémes in vitro reproduisant la complexité des systémes
vivo (élimination, stabilit¢). Le modele rongeur est indispensable a notre étude car il facilite le suivi des expérimentations, la gestion
de la douleur, la faisabilité d'un groupe et le modéle de choix pour la préclinique. Dans la réalisation de ce projet, ’ensemble des
expérimentations a ¢té mis au point afin de respecter les exigences de remplacement, réduction et raffinement pour permettre une
interprétation fiable des résultats dans le respect du bien-étre animal. Les expérimentations seront regroupées au maximum afin de
réduire le nombre d'animaux. Le nombre d’animaux nécessaire (300 animaux) pour cette étude « Approche Imagerie », d’une durée
totale de 5 ans, a été déterminé grace a un test statistique appliqué pour chaque expérience, a des données de la littérature, et a des
études précédemment réalisées dans le cadre de projet semblables concernant le développement de radiotraceurs pour TEP. Ceci
nous a permis de réduire le nombre d’animaux utilisés au minimum nécessaire pour ne pas compromettre la validité¢ des expériences
(une moyenne de 60 animaux par an, soit un nombre total et maximal de 300 animaux sur 5 ans avec une répartition d’environ 100
souris par type de cancer). L’ensemble de ces paramétres sera affiné en fonction des premiers résultats obtenus afin d’ajuster au
mieux le nombre d’individus nécessaires par étude et si possible réduire cette estimation.

Dés leur arrivée les animaux seront placés en salle de transgénése pendant une semaine avant toute expérimentation. Les conditions
d’hébergement sont conformes a la réglementation et adaptées en accord avec le personnel de I’animalerie (les animaux disposent
de nourriture et d’eau ad libitum; le milieu est enrichi a I’aide de coton de nidification, de tunnels en cartons et des petites maisons
y seront disposées, hébergement en groupe et en conservant autant que possible les groupes formés afin de maintenir la stabilité
hiérarchique établie). Les animaux seront observés quotidiennement afin de respecter leur bien-étre. La mise en place d’une grille
de suivi strict des points limites (état général, perte de poids, volume de la tumeur...) permettra d’éviter au maximum le stress et/ou
la douleur au cours de I’expérimentation. Des soins pré et post opératoires seront effectués lors de chaque expérimentation avec
recours a 1’anesthésie et analgésie lorsque cela sera nécessaire. Le personnel impliqué dans ce projet assure ¢galement une veille
scientifique continue, évitant toute expérimentation déja rapportée dans la littérature. La Réduction du nombre d’animaux passe par
une étude longitudinale qui utilise les mémes animaux pour I’injection des molécules contrdle/d’intérét sur les différents temps du
protocole (I’animal imagé est son propre témoin).

6033. Afin qu’un nouveau composé devienne un médicament sir et efficace, un ensemble d’études expérimentales utilisant des
animaux est nécessaire. Il s’agit ici d’un renouvellement d’autorisation. La régle des 3R (réduire, remplacer et raffiner) est ainsi
mise en ceuvre dans toutes les études. L’objectif de ce projet est la réalisation des études de Pharmacologie chez le cobaye pour un
produit donné en vue d’une administration unique ou répétée en accord avec la réglementation qui impose des tests précliniques sur
I’animal avant le passage a ’Homme pour les essais cliniques. Le choix du cobaye se justifie par la nécessité d’une forte analogie
entre ’animal et ’'Homme et en prenant en compte les données scientifiques disponibles. Le nombre d'animaux utilisé est adapté a
la nécessité d'évaluation des résultats sur un effectif suffisant et correspond a ce qui doit étre mis en ceuvre pour des études
réglementaires de ce type. Ce nombre est estimé a 50 animaux. Le nombre d’animaux utilisé s’explique par la quantité d’études
différentes réalisées pour des produits différents. Les dommages sont inhérents aux études précliniques, qui consistent & administrer
des substances pouvant provoquer un effet pharmacologique ou toxique, et a surveiller pendant une période définie I’apparition
d’anomalies cliniques ou physiologiques, puis a mettre & mort les animaux si des études post mortem sont nécessaires.

Le raffinement sera appliqué a toutes les phases des procédures en conformité avec les recommandations internationales publiées
concernant le bien-étre animal : nous veillerons aux techniques d’administration pour réduire I’inconfort des animaux, nous
appliquerons des points limites précoces pour réduire la souffrance en cas de produits présentant une toxicité, nous procurerons un
environnement enrichi et une socialisation des animaux en groupes. Les techniques pouvant engendrer du stress, comme un
isolement temporaire, seront limitées au minimum, et la douleur sera traitée avec une anesthésie et une analgésie appropriée, sous
supervision vétérinaire constante. Une démarche qualité rigoureuse, une supervision de chaque lot d'étude par le directeur d’étude
concerné, ainsi que des bilans réguliers impliquant les techniciens, permettront d’appliquer toute alternative respectueuse du bien-
étre animal. Les animaux seront hébergés sur litiere de cellulose et leur environnement sera enrichi : mise a disposition d’un baton
a ronger et de foin. Les animaux seront également socialisés (excepté durant les périodes d’enregistrement de télémétrie). Ils font
l'objet d'une surveillance quotidienne sous le contrdle d'un vétérinaire. En cas de signes cliniques ayant des répercussions sur le
bien-étre animal, des mesures rapides et appropriées seront prises par le vétérinaire et/ou le directeur d’étude pour maximiser le
bien-étre des animaux. Ces études sont réalisées dans un objectif de progrés scientifique ou biomédical avec des conséquences
positives sur I’Homme ou ’animal pour les produits vétérinaires. Elles permettent un gain potentiel en terme de brevet ou
d’acquisition de compétences et connaissances diverses. Elles sont dommageables en en ce qui concerne les souffrances plus ou
moins importantes de 1’animal ainsi que sur le nombre d’animaux utilisé, c’est pourquoi I’intervention des Vétérinaires, du Directeur
d’études et de la Structure de Bien-Etre Animal (SBEA) est indispensable afin de réduire les dommages en respectant la régle des
3R. L’objectif de ce projet est de réaliser les études de télémétrie qui sont des prérequis réglementaires non-cliniques permettant
d'initier des études cliniques et/ou de demander une Autorisation de Mise sur le Marché.



Les animaux sont équipés par chirurgie d’un implant de télémétrie permettant I’enregistrement télémétrique de différents paramétres
physiologiques puis recevront plusieurs administrations du composé a tester a des doses différentes. En fin de projet, les animaux
seront euthanasiés ou remis en zone d’hébergement hors étude en vue d'une possible réutilisation ultérieure.

6034. Afin qu’un nouveau composé devienne un médicament sir et efficace, un ensemble d’études expérimentales utilisant des
animaux est nécessaire. Il s’agit ici d’un renouvellement d’autorisation. La régle des 3R (réduire, remplacer et raffiner) est ainsi
mise en ceuvre dans toutes les études. L’objectif de ce projet est la réalisation des études de Pharmacologie chez le rongeur pour un
produit donné en vue d’une administration unique ou répétée en accord avec la réglementation qui impose des tests précliniques sur
I’animal avant le passage a I"’Homme pour les essais cliniques. Le choix du rongeur se justifie par la nécessité¢ d’une forte analogie
entre I’animal et ’"Homme et en prenant en compte les données scientifiques disponibles. Le nombre d'animaux utilisé est adapté a
la nécessité d'évaluation des résultats sur un effectif suffisant et correspond a ce qui doit étre mis en ceuvre pour des études
réglementaires de ce type. Ce nombre est estimé a 11280 animaux. Le nombre important d’animaux utilisé s’explique par la grande
quantité d’études différentes réalisées pour des produits différents. Le rongeur est une espéce homogéne d’un point de vue des
conditions d’hébergement. Nous nous engageons a socialiser au mieux les animaux lorsque la situation le permet, en effet les rats
sont socialisés ainsi que les souris femelles, mais les souris males sont isolées pour cause de bagarres entre eux. Un programme
d’enrichissement est mis en pratique, du papier kraft ou encore du bois a ronger est mis a la disposition des animaux. Les études
précliniques consistent & administrer des substances pouvant provoquer un effet pharmacologique ou toxique, et a surveiller pendant
une période définie I’apparition d’anomalies cliniques ou physiologiques, puis a mettre a mort les animaux si des études post mortem
sont nécessaires.

Le raffinement sera appliqué a toutes les phases des procédures en conformité avec les recommandations internationales publiées
concernant le bien-étre animal : nous veillerons aux techniques d’administration pour réduire I’inconfort des animaux, nous
appliquerons des points limites précoces pour réduire la souffrance en cas de produits présentant une toxicité, nous procurerons un
environnement enrichi et nous socialiserons les animaux lorsqu’il le sera possible. Les techniques pouvant engendrer du stress seront
limitées au minimum, et la douleur sera traitée avec une anesthésie et une analgésie appropri€e, sous supervision vétérinaire
constante. Une démarche qualité rigoureuse, une supervision de chaque lot d'étude par le directeur d’étude concerné, ainsi que des
bilans réguliers impliquant les techniciens, permettront d’appliquer toute alternative respectueuse du bien-étre animal. Ils sont
hébergés selon les standards en vigueur pour la durée du projet. IIs font I'objet d'une surveillance quotidienne sous le contréle d'un
vétérinaire. En cas de signes cliniques ayant des répercussions sur le bien-étre animal, des mesures rapides et appropriées seront
prises par le vétérinaire et/ou le directeur d’étude pour maximiser le bien-étre des animaux. Ces études sont réalisées dans un objectif
de progres scientifique ou biomédical avec des conséquences positives sur I’Homme ou 1’animal pour les produits vétérinaires. Elles
permettent un gain potentiel en terme de brevet ou d’acquisition de compétences et connaissances diverses. Elles sont dommageables
en en ce qui concerne les souffrances plus ou moins importantes de I’animal ainsi que sur le nombre d’animaux utilisé, ¢’est pourquoi
’intervention des Vétérinaires, du Directeur d’études et de la Structure de Bien-Etre Animal (SBEA) est indispensable afin de
réduire les dommages en respectant la régle des 3R.

6035. Afin qu’un nouveau composé devienne un médicament siir et efficace, un ensemble d’études expérimentales utilisant des
animaux est nécessaire. Il s’agit ici d’un renouvellement d’autorisation. La régle des 3R (réduire, remplacer et raffiner) est ainsi
mise en ceuvre dans toutes les études. L’objectif de ce projet est la réalisation des études de toxicologie chez le rongeur pour un
produit donné en vue d’une administration unique ou répétée en accord avec la réglementation qui impose des tests précliniques sur
I’animal avant le passage a I’Homme pour les essais cliniques. Dans les études précliniques une étude rongeur et une étude non
rongeur est nécessaire. Le nombre d'animaux utilisé est adapté a la nécessité d'évaluation des résultats sur un effectif suffisant et
correspond a ce qui doit étre mis en ceuvre pour des études réglementaires de ce type. Ce nombre est estimé a 78500 animaux. Le
nombre important d’animaux utilisé s’explique par la grande quantité d’études différentes réalisées pour des produits différents. Le
rongeur est une espéce homogeéne d’un point de vue des conditions d’hébergement. Nous nous engageons a socialiser au mieux les
animaux lorsque la situation le permet, en effet les rats sont socialisés ainsi que les souris femelles, mais les souris males sont isolées
pour cause de bagarres entre eux. Un programme d’enrichissement est mis en pratique, du papier kraft ou encore du bois a ronger
est mis a la disposition des animaux. Les études précliniques consistent a administrer des substances pouvant provoquer un effet
pharmacologique ou toxique, et a surveiller pendant une période définie I’apparition d’anomalies cliniques ou physiologiques, puis
a mettre & mort les animaux si des études post mortem sont nécessaires.

Le raffinement sera appliqué a toutes les phases des procédures en conformité avec les recommandations internationales publiées
concernant le bien-étre animal : nous veillerons aux techniques d’administration pour réduire I’inconfort des animaux, nous
appliquerons des points limites précoces pour réduire la souffrance en cas de produits présentant une toxicité, nous procurerons un
environnement enrichi et nous socialiserons les animaux lorsqu’il le sera possible. Les techniques susceptibles d’engendrer du stress
seront limitées au minimum, et la douleur sera traitée avec une anesthésie et une analgésie appropriée, sous supervision vétérinaire
constante. Une démarche qualité rigoureuse, une supervision de chaque lot d'étude par le directeur d’étude concerné, ainsi que des
bilans réguliers impliquant les techniciens, permettront d’appliquer toute alternative respectueuse du bien-étre animal. Ils sont
hébergés selon les standards en vigueur pour la durée du projet. Ils font l'objet d'une surveillance quotidienne sous le contrdle d'un
vétérinaire. En cas de signes cliniques ayant des répercussions sur le bien-étre animal, des mesures rapides et appropriées seront
prises par le vétérinaire et/ou le directeur d’étude pour maximiser le bien-étre des animaux. Ces études sont réalisées dans un objectif
de progres scientifique ou biomédical avec des conséquences positives sur I’lHomme ou 1’animal pour les produits vétérinaires. Elles
permettent un gain potentiel en terme de brevet ou d’acquisition de compétences et connaissances diverses. Elles sont dommageables



en en ce qui concerne les souffrances plus ou moins importantes de I’animal ainsi que sur le nombre d’animaux utilisé, ¢’est pourquoi
I’intervention des Vétérinaires, du Directeur d’études et de la Structure de Bien-Etre Animal (SBEA) est indispensable afin de
réduire les dommages en respectant la régle des 3R.

6036. Les ribosomes assurent I’intégralité de la synthése des protéines dans chaque cellule de 1’organisme. La synthése de ces
ribosomes est donc un processus fondamental, universel et finement contrdlé. De nombreuses études en culture cellulaire ont mis
en évidence un lien robuste entre la synthése des ribosomes et la formation de tumeurs. En particulier, I’inhibition de la synthése
des ribosomes a I’aide de molécules chimiques provoque 1’activation de génes suppresseurs de tumeurs. Cette approche, testée a ce
jour essentiellement in vitro, semble prometteuse mais doit encore étre validée dans des systémes physiologiquement pertinents.
Le but de cette étude est d’évaluer in vivo I’impact de I’inhibition de la synthése des ribosomes sur 1’état de santé de souris dont
I’épithélium intestinal est en cours d’initiation tumorale. Pour cela, nous utiliserons des souris transgéniques dans lesquelles des
génes impliqués dans la tumorigénése ou dans la synthése des ribosomes peuvent étre inactivés simultanément dans 1’épithélium
intestinal, afin d’évaluer les conséquences des altérations de la production des ribosomes sur la tumorigénése.

Cette étude a un double objectif :

1) Tester ’efficacité d’une stratégie thérapeutique in vivo, ce qui implique d’évaluer le bénéfice réel de cette stratégie pour la santé
de I’individu, et rend donc le recours a I’animal nécessaire.

2) Déterminer des points limites pertinents pour étre en mesure d’étudier 1’effet de 1’inhibition de la synthése des ribosomes sur la
tumorigenese a 1’échelle cellulaire et moléculaire au moyen de procédures plus complexes tout en garantissant une souffrance
minimale pour les souris soumises a ces procédures.

Sur une période de 2 ans, nous prévoyons I’utilisation de 24 souris adultes (7 semaines sans distinction de sexe) dans une procédure
de classe modérée. Le nombre de souris utilisé est basé sur un plan expérimental stéréotypé permettant d’obtenir la puissance
statistique nécessaire a 1’obtention de conclusions biologiquement pertinentes. Le modéle murin étudié étant un modéle d’initiation
tumorale, et I’objectif de I’é¢tude étant d’évaluer I’effet d’un traitement sur la survie, la procédure mise en ceuvre occasionnera aux
animaux une perte de poids liée a la prolifération de cellules pré-cancéreuses dans I’intestin. Au moyen de vérifications quotidiennes,
nous garantissons que I’expérience sera immédiatement interrompue sur chaque souris présentant des signes cliniques de souffrance.

6037. Les pathologies cardiovasculaires —en particulier 1’infarctus du myocarde (IM) - représentent la principale cause de mortalité
a ce jour. L’IM est la conséquence de 1’obstruction des artéres coronaires. Celle-ci conduit a une ischémie tissulaire qui induit une
mort des cellules contractiles du ceeur, les cardiomyocytes, puis & une insuffisance cardiaque.

La réponse inflammatoire associée a I’IM joue un role majeur dans le contrdle de la fonction cardiaque et implique de nombreuses
cellules communiquant entre elles. Récemment les vésicules extracellulaires (VEs) ont été décrites comme un nouveau mode de
communication.

Notre projet a pour but d’étudier, chez la souris, le réle de ces vésicules extracellulaires (VEs) d’origine cardiaque susceptibles
d’agir comme des messagers intercellulaires lors de I’infarctus du myocarde. Pour cela, nous évaluerons 1- quelles cellules captent
les VEs localement et & distance et 2- quel est 1’effet d’un tel transfert.

La souris est le meilleur modéle animal permettant d’étudier le processus inflammatoire associé a I’infarctus du myocarde. L’analyse
consistera a étudier la réponse inflammatoire en fonction du temps ainsi que 1’étude de la fonction cardiaque et du remodelage
associé par échocardiographie. Cette étude est prévue sur 5 ans et nécessitera au total 3300 souris.

Les différentes procédures expérimentales ont été consciencieusement pensées et définies afin d’utiliser le moins d’animaux possible
tout en nous permettant d’obtenir des résultats statistiquement exploitables. En effet, nos données in vitro nous ont déja permis
d’identifier certaines des cellules réceptrices. De plus des paramétres expérimentaux tels que le nombre d’animaux ou bien encore
les durées de traitements ont déja été déterminés par d’autres projets nous permettant de réduire le nombre d’animaux utilisés.
Nous nous attacherons a réduire au maximum la souffrance des animaux, toutes les procédures se feront sous anesthésie générale et
des traitements antalgiques sont prévus. Nous avons établi une grille d’évaluation des points limites, si ces paramétres sont atteints,
une mise a mort anticipée des animaux sera réalisée.

A terme, les résultats de ce projet permettront de mieux comprendre les mécanismes impliquant les vésicules extracellulaires dans
le contréle de ’inflammation associée a I’infarctus du myocarde. Ces résultats pourraient permettre d’envisager dans le futur le
développement de nouvelles thérapies.

6038. Les systéemes d'élevage de ruminants doivent dorénavant réduire l'utilisation d’aliments concentrés et maximiser la ressource
fourragére pour des raisons économiques, environnementales et sociétales. Dans ce contexte, la durabilité des systémes d'élevage
d'herbivores repose sur la capacité des animaux a utiliser plus efficacement un éventail d'aliments, disponibles non seulement au
niveau de la ferme mais aussi a 1'échelle des territoires et sur l'aptitude biologique a faire face aux variations qualitatives et
quantitatives (naturelles ou induites) des ressources alimentaires. Ainsi, le bilan nutritionnel (apports — besoins) de 1'animal peut se
trouver négatif a certains stades physiologiques et périodes d'une année de production. Des animaux robustes, c’est-a-dire capables
d’assurer une gestion autonome (en limitant I’intervention de I’homme) du rapport entre les ressources disponibles et leurs besoins,
sont donc recherchés. A ce jour les capacités d'adaptation des herbivores d'élevage vis-a-vis de ces contraintes nutritionnelles n'ont
pas été favorisées et leur déterminisme reste encore mal connu. La capacité des animaux a utiliser leurs réserves lipidiques
corporelles face a des besoins nutritionnels ¢élevés et/ou des restrictions alimentaires, et a constituer des réserves corporelles en



période de besoins faibles et/ou d’abondance alimentaire est un des mécanismes clés d’une telle capacité d’adaptation ou de
robustesse individuelle.

Les objectifs du projet sont de comprendre les mécanismes biologiques majeurs et le déterminisme génétique, encore mal connus,
qui contrdlent la capacité des animaux a utiliser/constituer des réserves corporelles lipidiques au cours d’un cycle de production
(mise a la reproduction/gestation/mise-bas/élevage et sevrage des agneaux). Cette meilleure connaissance (biologique et génétique)
a I’échelle individuelle permettra d’¢élaborer et de proposer aux éleveurs des stratégies de conduite de 1’alimentation et de sélection
génétique des animaux pour renforcer la compétitivité et la durabilité des élevages de ruminants.

3R:

- Remplacement :

La substitution de modeéle animal n’est pas possible puisque nous souhaitons mesurer des aptitudes biologiques. L’utilisation
d'animaux placés dans des conditions d’élevage de bergerie est indispensable pour mesurer la variabilité du caractére étudié, qui
n’est pas connue dans aucune espéce animale a ce jour. Nous proposons de travailler avec 1’espéce ovine, espéce de ruminants de
petite taille, élevée a des fins commerciales dans des systémes et des environnements trés diversifiés et sollicitée pour la réduction
d’utilisation d’intrants alimentaires et pour le renforcement d’utilisation des surfaces pastorales.

- Réduction :

Le nombre d’animaux retenu prend en compte la puissance statistique calculée a des fins d’analyse physiologique et génétique. 160
brebis sont nécessaires pour un suivi précis et fiable a long terme des profils métaboliques de brebis appartenant a deux lignées
opposées pour I’efficacité alimentaire. Cet effectif compléte un autre dispositif plus large pour permettre 1’exploration génétique du
caractére étudié qui impose un dimensionnement important pour garantir la représentativité de la variabilité génétique dans la race
étudice.

- Raffinement :

Les manipulations des animaux, supplémentaires a celles d’élevage, induites par ce projet, consisteront a des prélévements sanguins
(PS) répétés 5 et 6 fois, respectivement, pour la premicre et la deuxieme année de production suivies. Aucun effet indésirable, de
cette procédure, n’est attendu sur les animaux. Des paramétres biologiques sanguins seront mesurés pour évaluer 1’état des réserves
lipidiques de I’animal. Ces mesures d’état corporel seront mises en relation avec 1’ingestion individuelle mesurée par ailleurs. Les
animaux seront visités quotidiennement.

En cas de symptome inquiétant, une intervention vétérinaire aura lieu et I’animal sera sorti du protocole si nécessaire.

En dehors de la procédure expérimentale, I’ensemble des brebis sera conduit au sein du troupeau dans les conditions d’élevage
classiques de 1’établissement utilisateur : les animaux seront hébergés en groupe, de manic¢re a exprimer leurs comportements
sociaux, avec de la litiére sur paille. Les brebis seront produites et élevées selon une conduite mixte de bergerie et paturage.

En bergerie : des pneus suspendus réguliérement remplis de paille seront disposés dans les parcs.

6039. Dans la pratique médicale et chirurgicale actuelle, malgré les nombreuses innovations techniques, la reconstruction tissulaire
"ad integrum" demeure un challenge.

Dans le cadre de la reconstruction mammaire, plusieurs traitements chirurgicaux peuvent étre proposés, seuls ou combinés.

- La technique la plus répandue et connue est la prothése en gel de silicone mais cette technique simple a pour principaux écueils
d'implanter un corps étranger et d'imposer des changements d'implants itératifs tous les 10 ans environ.

- La reconstruction par un lambeau pédiculé ou libre pour reconstruire du volume & partir des tissus de la patiente est une méthode
répandue mais elle n'est pas envisageable chez toute les patientes, elle consiste en plusieurs temps opératoires lourds et longs, et
induit une comorbidité non négligeable du site donneur.

- L'alternative est le lipofilling qui consiste en un remplissage progressif des espaces vidés grace a des cellules adipeuses provenant
de la patiente. Bien que cette technique soit attractive (pas de séquelle du site donneur et méme bénéfice secondaire par
lipoaspiration), la survie cellulaire ne dépasse pas 70% a terme, suite probablement a un défaut de vascularisation. Ce procédé,
devenu trés courant, demeure une technique contraignante car elle nécessite dans la majorité des situations cliniques plusieurs temps
opératoires.

L'objectif du projet est d'améliorer la méthode de lipofilling actuelle pour les transferts adipeux de gros volume (>200mL) en créant
une structure transitoire associant tissu autologue et matiére synthétique résorbable servant de support a la vascularisation. L'objectif
est d'obtenir une reconstruction autologue, de volume suffisant, sans séquelle de site donneur et ne nécessitant qu'un seul temps
opératoire.

Le regroupement des équipes de chirurgie plastique, reconstructrice et esthétique, de biologie cellulaire de la banque de tissus ainsi
que d'une entreprise privée du textile collaborant a permis de proposer une structure mixte constituée d'une matrice synthétique
résorbable constituée d'un dome et d'un socle. Lors de l'intervention chirurgicale, dome et socle sont assemblés autour du tissu
adipeux de I'hdte, créant ainsi une "prothése" qui deviendra physiologique aprés dégradation du matériau synthétique.

Aprés obtention de résultats satisfaisants sur le volume adipeux reconstruit in vitro puis in vivo, il est nécessaire de raffiner la
structure synthétique en sélectionnant le matériau optimal.

Une étude de la littérature nous a permis de sélectionner 5 biomatériaux potentiellement adaptés eu égard de leur profil de bio
résorption.

Une étude in vivo est indispensable car elle seule permet de valider ces informations en les confrontant au milieu vivant et en prenant
en compte 'architecture définitive de la prothese.

Nous désirons donc réaliser une comparaison de la résorption de polymeres (PGS, PDS et 3 copolymeres PLGA de ratios différents)
en intégrant les caractéristiques extrinseques de forme, épaisseur et architecture de la prothése in vivo sur modele murin.

Nous avons établi un protocole en exploitant la régle des "3R" :



Le REMPLACEMENT du modéle animal est impossible car ne nous permet pas d'obtenir les informations de dégradation in vivo
nécessaires.

La REDUCTION du nombre d'animaux est effective en diminuant au minimum les explantations afin d'obtenir des tracés
suffisamment précis pour étre exploitables et permettre la mise en évidence de différences entre les matériaux. Nous avions
initialement pensé a implanter 2 prothéses de 2 biomatériaux différents sur un méme rat mais dans la littérature, le facteur confondant
induit un biais qui n'est pas acceptable.

Le RAFFINEMENT a été au coeur de 1'élaboration du protocole avec notamment la détermination des points limites et 1'optimisation
de I'nébergement en lien avec le responsable du bien-étre animal de 1'établissement.

Notre protocole comprend 44 rats : 40 rats chez lesquels nous implantons 40 prothéses imprimées en 3D (8 rats pour chaque matériau
étudi€) et 4 rats témoins : 2 rats chez lesquels nous effectuons la dissection et la levée d'un lambeau mais sans mise en place de
prothése résorbable et 2 rats chez lesquels nous implantons des prothéses en gel de silicone de taille identique aux résorbables.
Conformément aux profils de résorption issus des fiches fabricant et de la littérature, nous souhaitons suivre les profils de résorption
durant 20 semaines.

Nous réaliserons des explantations itératives aprés sacrifice aux semaines 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 et 20 en explantant a chaque étape 5
rats (1rat = 1 prothése = 1 matériau).

Chaque rat sera donc suivi sur une période durant de 2 a 20 semaines en fonction de la date a laquelle il sera sacrifié¢ pour étude de
résorption de la prothese. Les rats témoins sont suivis 20semaines.

Des tests spécifiques et non spécifiques ont été élaborés pour l'obtention des données nécessaires. Aucun test chez 1'animal avant
sacrifice n'est douloureux au sens réglementaire du terme, c'est a dire aucun geste aux répercussions supérieures a celles induites par
une aiguille sous cutanée.

Le protocole nous permet de réaliser a mesure des profils de résorption et de diminution des propriétés mécaniques in vivo pour
chaque matériau afin de choisir le matériau optimal en fonction de la durée nécessaire pour l'expansion tissulaire.

11 s’agit d’un projet susceptible d'apporter une innovation majeure dans l'arsenal thérapeutique actuel de la chirurgie plastique et
reconstructrice et de changer la pratique a 1'échelle mondiale.

6040. Les gliomes sont classés par I’organisation mondiale de la santé en fonction de leurs caractéristiques histopathologiques, et
les gliomes de grade IV, aussi appelés glioblastomes (GBM), sont les tumeurs les plus malignes, agressives et fortement
vascularisées. Les chances de survie des patients sont trés faibles (moins de 5% dépassent 5 ans de survie) et aucun traitement curatif
efficace n’a encore été identifié.

Les récentes recherches montrent que les altérations des cellules tumorales sont extrémement complexes et variables ce qui rend
difficile I’identification d’un traitement universel efficace ciblant directement la croissance tumorale. Une approche thérapeutique
intéressante a explorer consisterait a cibler les cellules du microenvironnement de la tumeur car celles-ci sont génétiquement stables.
Deux populations de cellules immunitaires nous intéressent particulierement car elles sont impliquées dans la croissance tumorale
et car elles sont présentes en grand nombre dans le microenvironnement : les cellules microgliales qui sont des cellules résidentes
du cerveau et les monocytes circulants dans 1’organisme qui sont recrutées au niveau de la tumeur.

Notre approche vise donc a étudier in vivo la réponse des cellules microgliales, des monocytes circulants ainsi que le comportement
des neurones présents dans la région tumorale grace a la combinaison de deux techniques originales :

1) I'utilisation de souris génétiquement modifiées afin d’obtenir un marquage fluorescent pour les trois types des cellules étudiées
(a savoir les neurones, les cellules microgliales et les monocytes circulants) ;

2) I’imagerie intra vitale bi photonique (6 couleurs), une approche unique pour étudier avec une résolution cellulaire, in vivo,
I’évolution de la tumeur dans son environnement cérébral.

En utilisant cette approche notre premier objectif est d'acquérir une meilleure connaissance de la composition cellulaire et des
changements dynamiques du microenvironnement de la tumeur. Notre second objectif est d’étudier 1’effet et le mécanisme d’action
de deux agents pharmacologiques prometteurs dans le traitement du GBM:

1) le bevacizumab, un médicament réduisant I’angiogenése qui a déja montré une activité thérapeutique intéressante pour la qualité
de vie des patients atteints de GBM mais pour lequel on peut observer chez certains patients un échappement thérapeutique non
expliqué ;

2) un nouveau candidat médicament dirigé contre une enzyme appelée la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP9) dont le niveau
plasmatique est corrélé a la fois a la survie et a I’échappement thérapeutique des patients traités par bevacizumab.

Ce projet est conforme aux exigences des 3R:

-Remplacement: Ce projet est basé sur de solides études in vitro, qui nous permettent de savoir précisément ou chercher et quoi
chercher. Cependant, a ce stade des recherches, l'utilisation de modéles complexes, i.e. d'animaux vivants, est requise avant
d'envisager une application clinique des agents pharmacologiques.

-Réduction: L’originalité de notre étude est de poser chirurgicalement une fenétre cérébrale aux souris transgéniques afin de
permettre 1’étude longitudinale des animaux. Le nombre d’animaux nécessaires est ainsi réduit par rapport a une ¢tude transversale.
Seulement le nombre minimal de souris C57BL/6J nécessaire a l'obtention d'un résultat statistiquement significatif sera utilisé (17
animaux par groupe expérimental soit 51 animaux). Le projet nécessitera en tout la naissance de 500 animaux parmi lesquels les 51
animaux triplement transgéniques seront soumis aux procédures expérimentales. Ces nombres seront réduits si des résultats
extrémement probants ou au contraire disqualifiant sont obtenus en cours du protocole expérimental.

-Raffinement: Toutes les mesures possibles permettant d'améliorer les conditions de vie des animaux sont prises. Les animaux sont
hébergés dans des cages enrichies avec du coton et des rouleaux de carton, avec un accés non-limité a la nourriture et 1'eau. Les
animaux sont vérifiés tous les jours, par des personnes compétentes dans le domaine de I'expérimentation animale.



6041. Les cellules Natural Killer (NK) sont des lymphocytes du systéeme immunitaire inné impliqués dans la défense anti-tumorale
et antimicrobienne. Les NK détectent leurs cibles grace a une reconnaissance directe de ligand microbien et non-microbien par des
récepteurs activateurs exprimés a leur surface. La nature de ces ligands activateurs reste a identifier en particulier pour NKp46, un
récepteur exprimé par toutes les cellules NK et trés conservé chez les mammiferes. Le role de ce récepteur et la réponse des cellules
NK suite a 'engagement de ce récepteur sont peu connus. Nous avons récemment montré un nombre élevé d'infections bactériennes
invasives incluant du sepsis chez des patients présentant une lymphopénie NK. Ces résultats nous ont amenés a investiguer le role
des cellules NK lors d'infections bactériennes invasives. En collaboration avec un institut Francais nous avons étudié le role des
cellules NK dans un modéle d'infection par Neisseria meningitidis (Nm) chez la souris. Nm ou méningocoque, est une espece
bactérienne uniquement rencontrée chez I’homme et cette bactérie peut étre responsable de méningites, de septicémie, d'arthrites et
de péricardites septiques. Ces infections peuvent se compliquer de choc septique potentiellement mortel dans environ un tiers des
cas. De ce fait, ’infection invasive a méningocoque constitue un défi a vaincre en matiére d’urgence en pathologie infecticuse. Nous
¢tudions une maladie strictement humaine, pour laquelle les modéles animaux exploitables sont limités. Le modéle murin est un
modele de choix de par l'existence de souris génétiquement modifiées et dont le systéme immunitaire est proche de celui de 'nomme.
Dans notre cas, le récepteur NKp46 des cellules NK est trés conservé entre I'homme et la souris. La souris est de plus un bon modéle
d'étude du sepsis induit par Nm. Nos données collaboratives ont déja permis de montrer une implication des cellules NK et de
NKp46 pour le contrdle de cette infection in vivo. Nous planifions maintenant de conforter et d'approfondir ces données.

Nous projetons d’utiliser des souris commerciales ainsi que des souris transgéniques déficientes pour le récepteur NKp46 exprimé
par les cellules NK. Ces modeles doivent permettre de réaliser des études in vivo afin d'explorer des stratégies thérapeutiques et de
protection contre le méningocoque. Nous prévoyons également d'administrer aux animaux non génétiquement modifiés des anticorps
permettant 1'élimination des cellules NK avant infection. Enfin, nous prévoyons d'appliquer un protocole de délivrance de facteur P
recombinant aux souris infectées, protocole publié¢ dans la littérature comme permettant de soigner les animaux.

Pour les 12 mois de ce projet, nous utiliserons 120 souris dans 2 procédures séveéres et une procédure de sévérité modérée.
L'utilisation du méningocoque nécessite une vaccination préventive du personnel utilisateur des locaux expérimentaux. Afin d'éviter
une vaccination massive des agents utilisateurs de ces structures, les expérimentations seront réalisées dans la plateforme A3/L3.
Les animaux seront hébergés en isolateur deux semaines (une semaine d'acclimatation suivie de la semaine d'expérimentation) avec
un environnement enrichi (dome et matériel de nidification). Les effectifs d'animaux nécessaires ont été calculés au plus juste pour
les besoins du projet selon la régle des 3R, sur la base de tests statistiques de rang non paramétrique et en tenant compte de notre
expérience. Ces procédures expérimentales visent a étudier la réponse immunitaire lors d'une infection par un agent pathogéne. Les
analgésiques ayant un effet immun modulateur ne peuvent étre utilisés sans compromettre les résultats expérimentaux. L'état général
des animaux sera suivi réguliérement pour détecter précocement des signes de douleur ou de mal-étre afin de pouvoir intervenir
dans les plus brefs délais. Plus particulierement nous serons attentifs a la posture (opisthotonos), I’état du pelage (souillure), aux
blessures (automutilation), aux écoulements. Une souris qui aura perdu 20% de son poids initial sera systématiquement euthanasiée.
Une table des scores sera utilisée pour chaque animal nous permettant d’ajuster les parameétres d’observation ainsi que I’arrét de
I’expérimentation si nécessaire.

6042. Malgré des progrés dans le traitement de nombreux cancers, les résistances a certains agents thérapeutiques, les rechutes ou
I’absence de traitements efficaces dans certains cas font que les cancers au sens large sont encore un probléme majeur de santé
publique nécessitant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Dans ce contexte, le développement et I’amélioration des techniques de production/modification d’anticorps permettant aujourd’hui
d’obtenir de maniére rapide et efficace des anticorps de spécificités souhaitées laissent entrevoir de réels espoirs. En effet,
’utilisation seule ou en combinaison avec des traitements déja existants, de nouveaux anticorps & visée thérapeutique a déja été
couronnée de succés cliniques importants ou trés prometteurs (Herceptin, Adcetris, Ipilimumab, Nivolumab), ce qui en fait une
stratégie efficace de choix et en plein essor, notamment dans la lutte contre le cancer.

Le projet faisant 1’objet de la présente demande s’inscrit dans ce cadre, a savoir qu’il a pour objectif de pouvoir faciliter et accélérer
le transfert de la recherche fondamentale ou industrielle vers la clinique en permettant de tester les effets thérapeutiques anti-
tumoraux potentiels d’anticorps candidats médicaments in vivo chez la souris.

Il consiste au développement et a I’utilisation dans notre animalerie de modéles précliniques de greffes de cellules tumorales chez
la souris, dans le respect de la régle des « 3R ». Ces modéles murins sont indispensables pour permettre 1’évaluation de 1’effet
thérapeutique anti-tumoral, de la toxicité et du devenir chez ’animal des anticorps candidats médicament. Ils constituent une
premiére étape essentielle et incontournable avant le transfert vers la clinique de candidats médicament. Ils sont largement décrits
dans la littérature et ne peuvent aujourd’hui étre remplacés a ce stade des études précliniques par aucune autre méthode satisfaisante.
De ce fait, les mesures permettant de réduire au maximum le nombre d’animaux utilisés, leur souffrance et leur angoisse seront
prises, comme par exemple:

-Ne seront injectés aux souris que les « couples » cellules cancéreuses / anticorps pour lesquels un effet des anticorps aura été observé
in vitro.

-Le nombre d’animaux nécessaires par lot par expérience sera calculé en se basant a la fois sur les données de la littérature, des
expériences « pilotes » et un test statistique de puissance. Dans ces conditions, pour les 5 ans du projet, le nombre maximum estimé
d’animaux utilisés est de 29 720.

-Le suivi du développement des pathologies et/ou de 1’effet des anticorps testés sera évalué au cours du temps par des méthodes non
invasives.



-Dés qu’un animal atteindra un des points limites définis, il sera mis & mort selon la méthode recommandée.
-Les animaux seront hébergés dans des cages avec de I’enrichissement et adaptées pour contenir 5 individus et ainsi minimiser le
stress de I’isolement.

6043. Les tumeurs gastro-intestinales sont fréquentes dans la société moderne et de nombreuses technologies ont été développées
pour localiser, identifier et traiter ces tumeurs. La détection et la résection précoces restent la clé de la survie a long terme et offrent
un pronostic de guérison globalement trés favorable. La détection des tumeurs a un stade de développement précoce permet de
proposer des résections ciblées qui préservent I’anatomie et la physiologie des organes concernés. La technique de dissection sous-
muqueuse endoscopique (ESD) des tumeurs gastro-intestinales superficielles, décrite il y prés de 20 ans pour la résection des tumeurs
superficielles de 1’estomac, est largement utilisée car elle fournit des taux élevés de résection complétes et curatives. Dans les pays
asiatiques, ou 1’incidence de cancers gastriques est trés élevée, I’ESD est devenue la norme thérapeutique pour le cancer gastrique
précoce. Toutefois, I’ESD est une procédure techniquement difficile dans laquelle le taux de complications et le temps opératoire
dépendent largement de I’expérience de 1’opérateur, de la localisation et de la taille de la Iésion. Plus récemment elle a été proposée
pour la résection des tumeurs précoces colorectales mais elle s’est avérée encore plus difficile, en raison de caractéristiques
anatomiques spécifiques (parois fines, mouvements péristaltiques, plis de la muqueuse) et présente un risque plus élevé de
complications comme les perforations. L’expérience des opérateurs asiatiques en ESD gastrique leur a permis de réaliser ’ESD
colorectale avec un taux de succes plus favorable et un taux de complications moins élevé que pour les opérateurs du monde
occidental qui n’ont que peu d’expérience préalable avec le cancer de I’estomac.

L’ESD est réalisée avec un endoscope flexible (gastroscope, colonoscope) qui est a la base un instrument de diagnostic et n’avait
pas été congu pour réaliser des gestes thérapeutiques. Cela explique la complexité technique de I’ESD et I’importance de 1’expérience
de I’opérateur. D’un point de vue chirurgical, les limites les plus évidentes pour un geste de résection dans la lumiére du tube digestif
sont ’absence de rétraction efficace des tissus, de vues claires et stables et de triangulation des instruments, qui sont des éléments
fondamentaux d’une chirurgie efficace et sure. Pour pallier a ces limitations, un endoscope flexible « chirurgical » a été développé
dans notre institution. Cet instrument a la particularité d’utiliser des instruments flexibles et articulables de large calibre introduits
dans les canaux opérateurs et permettant d’obtenir une triangulation et une rétraction « chirurgicales ». Il est manipulé par deux
opérateurs, 1’un pour le positionnement de I’endoscope, I’autre pour la manipulation des instruments articulables. Cet appareil a été
utilisé avec succes dans de nombreuses procédures expérimentales et dans des applications cliniques aprés obtention d’un marquage
CE. Une étude expérimentale a notamment comparé ses performances a la technique classique avec un endoscope traditionnel dans
’ESD de modéles de tumeurs colorectales chez 1’animal. Le temps opératoire et le taux de perforations coliques étaient
significativement en faveur cet appareil opéré par un novice confronté a un opérateur expérimenté en endoscopie flexible.

Afin d’améliorer son ergonomie et ses performances 1’étape suivante a été d’en développer une version « robotisée », dans le méme
esprit que le robot chirurgical Da Vinci qui a permis de faciliter certains gestes chirurgicaux. Cette plate-forme expérimentale a été
testée également dans de nombreuses procédures ex-vivo et in-vivo, notamment pour I’ESD colorectale. L’efficacité et les
performances ont été confirmées et ont conduit a la décision de passer de la phase de prototypage a une phase industrielle préclinique.
Le software et le hardware ont été repensés dans cette optique et une seconde génération a été produite et fait I’objet de cette étude
de validation préclinique.

Le but de 1’étude est d’évaluer les performances de la seconde génération de la plateforme endoscopique robotisée, en termes de
sécurité et d’efficacité lors de la réalisation d’ESD de tumeurs colorectales simulées dans un modeéle animal sans survie
postopératoire.

Le projet remplit les conditions des 3R :

Remplacement : Pour tester la sécurité et I’efficacité (temps de procédure, complications) de la plateforme STRAS en phase
préclinique, le recours a 1’animal vivant est nécessaire. Le porc est un modéle de choix, par sa taille, permettant d’utiliser des
dispositifs chirurgicaux congus pour un usage chez I’homme, et par son anatomie, notamment colorectale distale, qui présente des
caractéristiques tissulaires parfaitement comparables a I’homme

Réduction : le fait que 1’étude n’est pas comparative, que les résultats obtenus lors des expérimentations précédentes avec la
plateforme endoscopique mécanique (0% de perforations coliques- courbe d’apprentissage rapide) et que 3 ESD/sujet sont planifiées,
permet réduire au maximum le nombre de sujets d’expérimentation tout en permettant d’obtenir des résultats significatifs. Dans le
respect du principe de réduction, et sur la base de notre expérience dans le développement de nouvelles techniques chirurgicales,
nous estimons que 10 animaux représentent un nombre nécessaire et suffisant.

Raffinement : le projet prévoit des procédures endoscopiques réalisées sous anesthésie générale conventionnelle avec contrdle de la
douleur peropératoire, sans étude de la survie, et dés lors ne nécessite pas de mesures particuliéres en postopératoire.

6044. La tachycardie ventriculaire (VT) est un rythme cardiaque dangereusement rapide qui réduit la capacité de pompage des
principales cavités cardiaques, les ventricules, et est la principale cause de mort subite cardiaque. La VT est traitable en utilisant la
technologie « d’ablation », ou la région cicatricielle anormale du muscle cardiaque est détruite par une procédure minimalement
invasive utilisant un cathéter délivrant une énergie de radiofréquence. Les taux de réussite de la procédure sont actuellement
d'environ 50%, et les patients vont encore nécessiter 1I’implantation d’un défibrillateur (ICD), un dispositif cotliteux qui choque le
patient pour lui permettre de retrouver un rythme cardiaque normal. Cette étude vise a utiliser la technologie d'imagerie par résonance
magnétique (MR) pour améliorer la précision de 'ablation de VT en permettant la visualisation directe de la cicatrice.

Objectifs de 1’étude

1. Démontrer la fonctionnalité du systéme MR-EP, afin de permettre des essais humains ultérieurs



2. Evaluer l'exactitude et la fiabilité¢ de la mesure des signaux électriques cardiaques, en utilisant des cathéters dans le cceur, sous
guidage-MR

3. Evaluer la précision et l'efficacité des briilures d'ablation effectuées dans un MR-scanner en utilisant le cathéter en développement
4. Evaluer l'exactitude de I'évaluation par MR de ces brilures d'ablation. La MR sera comparée a des mesures histologiques

5. Quantification de l'efficacité de 1'ablation de VT guidée par MR dans un mode¢le animal. Un sous-ensemble d'animaux sera testé
pour VT avant I'ablation, puis réévaluée a 4-6 semaines apres l'intervention

Un total de 53 porcs sera impliqué dans ces expériences. 25 porcs seront en bonne santé avant la procédure MR-EP (Phase zéro), et
28 porcs auront subi une procédure 4 a 6 semaines préalablement afin de créer un modeéle animal de VT (Phase 1)

Cette étude a été congue pour nécessiter un minimum absolu d’essai in vivo, une vaste validation ex vivo ayant déja été effectuée.
L'étude de phase zéro (25 porcs, aucune procédure préparatoire) sera utilisée pour vérifier la fonctionnalité compléte du systéme et
affiner a la fois l'imagerie et le suivi des performances avant les procédures sur les porcs avec modele de VT. Le nombre de porcs
est basé sur notre expérience préalable dans le développement du systéme d'ablation guidée par MR pour une utilisation dans les
procédures d'ablation auriculaire.

La Phase 1 (28 porcs, modéle de cicatrice VT) visera a évaluer de multiples objectifs en une seule série d'expériences. Le design
expérimental est intensif en termes de collecte de données et de défis techniques, mais permettra de minimiser le nombre de sujets.
Toutes les procédures seront effectuées sous anesthésie générale. Pendant les périodes de rétablissement, on peut prévoir un certain
degré de péricardite, une irritation de la muqueuse externe du cceur qui peut causer de l'inconfort. Cet inconfort répond bien aux
médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens et sera administré a titre prophylactique lors des phases de récupération. Toutes
les mesures appropriées seront prises pour minimiser les souffrances liées aux procédures, et l'euthanasie sera effectuée par
anesthésie terminale.

6045. Parmi les pathologies inflammatoires chroniques auto-immunes, la polyarthrite rhumatoide (PR) touche 0.3% de la population
francaise, dont la qualité de vie est largement altérée, avec des poussées inflammatoires douloureuses et invalidantes. Dans 20-30%
des cas, la maladie s’aggrave séveérement conduisant a une destruction des cartilages osseux pouvant conduire & une incapacité
fonctionnelle. De nombreuses approches thérapeutiques existent mais ne sont pas efficaces pour un grand nombre de patients et/ou
présentent des effets secondaires séveres. Ce besoin médical non satisfait illustre la nécessité de développer de nouvelles approches
thérapeutiques. Le réle immunosuppresseur des lymphocytes Treg a ét¢ mis en évidence dans de nombreuses indications de
pathologies auto-immunes a la fois chez 1’animal et ’Homme. Une premicre démonstration préclinique de thérapie cellulaire
utilisant les propres cellules T régulatrices du patient a été obtenue a 1’aide de modéles d’arthrite aigiie et chronique obtenue chez la
souris. Le présent projet vise, a développer I’utilisation de cellules Treg, modifiées génétiquement pour exprimer un récepteur
chimérique (CAR) spécifique de protéines exprimées au niveau des articulations afin d’assurer I’activation des propriétés immuno-
modulatrices des CAR-Treg in situ au niveau méme des articulations.

Le projet permettra de générer les données précliniques nécessaires a la preuve de concept de cette approche et les données
précliniques nécessaires pour la constitution du dossier de soumission d’essai clinique de Phase Ib chez des patients arthritiques.
Nous devons mettre en évidence que notre produit de thérapie cellulaire est efficace dans un modéle animal mimant la pathologie
humaine. Nous utiliserons les modéles d’arthrite aigue (CAIA), utilisant des anticorps spécifiques du Collageéne de type II, mimant
la phase de I’implication des autoanticorps pathogéniques observés chez les patients arthritiques. Dans ce modeéle, les signes
cliniques sont rapides et transitoires, réduisant ainsi I’impact sur le bien-étre animal. Le développement non clinique des CAR-Treg
dans la PR inclura également le modéle d’arthrite chronique (CIA), induite par I’immunisation des souris avec du Collagéne-II,
permettant de stimuler a la fois les lymphocytes T et B de I'immunité adaptative. A 1’aide de ces deux modeles, nous pourrons
mesurer I’'impact des CAR-Treg sur I’action pathogénique des autoanticorps (modéle CAIA) et sur les réponses auto-immunes T et
B, associées a la physiopathologie de la PR.

Nous réduirons le stress par des manipulations réguliéres des animaux et la douleur en appliquant des points limites les plus précoces
possibles. Dans une approche éthique et rationnalisant le nombre d’animaux, nous anticipons I’utilisation maximale de 5682 souris.
Le présent projet de 5 ans comprend a la fois la génération des données d’efficacité, de bio-distribution couvrant le développement
clinique des cellules CAR-Treg dans 1’indication clinique de ’arthrite afin de répondre au besoin médical non satisfait des patientes
PR ne répondant pas ou plus aux thérapies actuelles.

6046. La glycogénose de type 1a est une maladie génétique rare caractérisée par une incapacité de I’organisme a produire du glucose
(sucre) pour maintenir leur glycémie (taux de sucre dans le sang) entre 2 repas. La maladie se caractérise par des hypoglycémies
séveéres rapidement aprés un repas. A plus long terme, ces patients vont développer des tumeurs hépatiques avec un risque important
de transformation en cancer. A I’exception d’un contrdle nutritionnel trés strict limitant les hypoglycémies, il n’existe actuellement
aucun traitement curatif pour cette maladie. La transplantation hépatique est la seule solution lorsque le développement tumoral est
trop important.

Entre les repas, la glycémie est normalement régulée grace a une production de glucose assurée principalement par le foie
(dégradation des stocks de glycogéne qui constitue les réserves de sucres de 1’organisme), mais aussi par les reins et I’intestin. Les
souris atteintes de glycogénose de type la dans tous les tissus meurent généralement d’hypoglycémie dés le sevrage, en I’absence
de thérapie génique ou d’apport régulier de sucre. En revanche, les souris qui présentent une glycogénose de type la induite
uniquement dans le foie a ’4ge adulte sont viables car elles sont capables de réguler leur glycémie au cours d’un jetne prolongé en
produisant du glucose par les reins et I’intestin. Ce modele de souris représente un outil original et utile pour étudier le
développement des tumeurs hépatiques qui se développent au long terme.



Dans ce projet, nous proposons de créer une nouvelle lignée de souris atteintes de glycogénose de type la dans le foie dés la
naissance. Nous proposons d’étudier, dans un premier temps, la régulation de leur glycémie au cours d’un jelne court. En effet,
étant donné le role important de la production de glucose par le foie en période néonatale, ces souris pourraient développer des
hypoglycémies aprés quelques heures de jetine. Nous pourrons ensuite utiliser ces souris pour tester des approches de thérapie
génique qui nécessitent 1’injection d’un géne « médicament » dés la naissance ou en période néonatale. Plusieurs types de vecteurs
couramment utilisés dans les essais de thérapie génique seront comparés dans le but de choisir le vecteur le plus efficace qui
permettra de prévenir les hypoglycémies mais aussi le développement tumoral. Pour cela, un maximum de cellules du foie doit étre
corrigé, c’est a dire que les cellules doivent exprimer correctement le géne « médicament », afin d’éviter qu’un foyer de cellules non
guéries se transforme en cellules cancéreuses. Ce projet sera réalisé en respectant la régle des 3R.

Remplacement : La régulation de la glycémie implique une coordination de I’ensemble du métabolisme et est étroitement dépendante
des variations hormonales ce qui exclut une approche en culture cellulaire. Il est donc important de disposer de modeles animaux
permettant d’une part de mieux comprendre la pathologie et d’autre part de tester des approches thérapeutiques. Les tests de thérapie
génique seront cependant validés dans un premier temps en cellules pour vérifier la bonne expression du géne médicament mais
’efficacité devra étre évaluée chez I’animal avant d’étre testée chez ’homme.

Réduction :

Le nombre de souris a été calculé au plus juste a partir des connaissances de la pathologie et du métabolisme (utilisation des stocks
de glycogéne du foie, régulation de la glycémie au cours du jeline) et des résultats d’études précédentes réalisées avec le modele de
« souris avec une glycogénose de type la inductible a 1’age adulte ». Afin de pouvoir faire une analyse statistique, des groupes d’un
minimum 12 souris seront analysées. Les souris issues de la reproduction et de mauvais génotype seront utilisées pour la reproduction
ou comme souris contrdles dans le projet. Au total, un nombre maximum de 462 souris sera utilisé dans ce projet. La non-toxicité
des virus qui seront injectés sera systématiquement vérifiée sur cellules en culture lors de la titration des virus.

Dans un souci de raffinement des méthodes, les souris seront hébergées par groupe, dans un milieu enrichi pour favoriser la nidation
et limiter au maximum le stress. Pour éviter le mal-étre lié a une possible hypoglycémie, un suivi du comportement des souris selon
une grille de critéres définis (mobilité de I’animal, toilettage, température, couleur des oreilles, mesure de la glycémie si nécessaire)
sera réalisé quotidiennement des la naissance. La connaissance de la pathologie a permis de définir des points limites. Une attention
particuliére sera apportée sur I’accés a la nourriture qui sera facilité par la présence de croquettes dans la cage lors du sevrage et/ou
de sucre dans I’eau de boisson. Le suivi de la prise de poids des animaux sera réalisé dés le jour 5 aprés la naissance pour établir
leur courbe de croissance. Un anesthésique sera appliqué avant la prise de sang pour la mesure de la glycémie et des paramétres
sanguins. Les essais de thérapie génique effectués chez des souriceaux seront réalisés en prenant soin de perturber au minimum
I’interaction des souriceaux et de leur mere, en s’ imprégnant de 1’odeur de la litiere avant de les manipuler et en contrélant ensuite
I’intégrité du nid. Afin d’éviter les risques d’hypothermie liés a la manipulation des nouveau-nés, une partie de la cage sera placée
pendant 3 jours sur un tapis chauffant.

En conclusion, la caractérisation de ce nouveau modéle de souris atteintes de glycogénose de type 1a permettra de mieux comprendre
le role de la production de glucose par le foie lors de la période néonatale et de traiter cette maladie chez le jeune animal par thérapie
génique. Au total, cette étude nécessitera au maximum 462 souris sur une durée de 5 ans.

6047. La toxicité sérotoninergique, due a une accumulation excessive de sérotonine dans le cerveau, reste trés mal connue chez
I’Homme. Elle peut étre provoquée par la prise de diverses molécules d’usage relativement courant, telles que les antidépresseurs,
les antimigraineux et le MDMA (ou ecstasy). Elle est seulement caractérisée par une triade de signes cliniques composée d’anomalies
neuromusculaires, d’altération de 1’état mental et d’hyperactivité du systéme nerveux autonome. Cet ensemble de symptomes est
appelé syndrome sérotoninergique, et il n’existe pas de paramétre biologique, ni marqueur prédictif permettant de détecter ce
syndrome. Plus précisément, le mécanisme de survenue des convulsions reste lui aussi mal compris. De par cette définition peu
précise, certaines prescriptions avec co-administration de médicaments agissant sur la sérotonine comportent des risques, et des cas
d’intoxications sont traités a tort comme syndrome sérotoninergique.

C’est pourquoi ce projet s’attache a étudier cinq molécules connues pour induire ce syndrome chez I’ Homme, afin de permettre une
meilleure prescription des médicaments, un meilleur diagnostic et une meilleure prise en charge en cas d’intoxication. Pour cela,
nous envisageons de mener a bien les objectifs suivants :

1-Etudier la toxicité neurologique et cardiaque induites par les cing molécules choisies ;

2-Préciser les mécanismes exacts de cette toxicité ;

3-Définir un biomarqueur prédictif de la survenue de cette toxicité.

Dans le respect de la régle des 3R, ce projet a été élaboré de fagon a réduire le plus possible le nombre d’animaux utilisés. En effet,
I’ensemble des procédures prévues ne sont pas remplagables par des expériences in silico ou in vitro, en raison de la nécessité d’une
approche intégrée sur animal entier (non reproductible in vitro, intégrant de nombreux compartiments biologiques interagissant entre
eux).

De plus, a la suite d’une veille bibliographique, les études envisagées ne reproduisent pas des études déja publiées, afin d’éviter tout
doublon, et le nombre d’animaux utilisés par groupe sera réduit a son strict minimum grace a des tests statistiques, permettant des
résultats interprétables avec un nombre minimum d’animaux utilisés.

Afin de limiter au mieux leur éventuel mal-étre pendant I’expérimentation, le bien-étre des animaux sera vérifié quotidiennement
par un personnel qualifié et une prise en charge optimale sera effectuée en cas de mal-étre (souffrance, modification du
comportement...).

Ce projet sera mené chez le rat afin d’étre cohérent avec la bibliographie déja présente sur le sujet, les expériences étant effectuées
principalement sur cette espece, il nécessitera 308 rats.



Différentes procédures seront réalisées aprés administration des molécules étudiées afin d’analyser la pharmacocinétique et les effets
métaboliques des différentes molécules, ainsi que les effets cardiaques et neurologiques sur les rats avec des examens tels que
I’¢électrocardiogramme et 1’¢lectroencéphalogramme.

Cette étude nous permettra ainsi de mieux caractériser chez I’Homme la toxicité sérotoninergique, de comprendre le mécanisme de
survenue des convulsions, de permettre une meilleure prescription des médicaments agissant sur le systéme sérotoninergique et une
meilleure prise en charge en cas d’intoxication, grace a un diagnostic plus rapide.

6048. Notre laboratoire développe un traitement pour la maladie de Crigler-Najjar (CN). 1l s’agit d’une maladie héréditaire trés rare
qui atteint les cellules du foie. En France, elle concernerait moins d’une naissance sur un million. Elle se manifeste par une jaunisse
trés sévere, qui peut devenir mortelle si elle n’est pas trés vite traitée. A 1’origine de cette pathologie, une mutation de I’ADN entraine
la défaillance d’une enzyme synthétisée par le foie (UGT1A1) qui est normalement chargée d’éliminer de I’organisme la bilirubine,
un composé extrémement toxique. Chez les malades, ce déficit en UGT1A1 entraine une accumulation de bilirubine dans tous les
tissus, et en particulier dans le cerveau, provoquant de graves dommages neurologiques. Les patients les plus sévérement touchés
meurent généralement pendant I’enfance suite a ces atteintes cérébrales. A 1’heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif.
Nous avons donc élaboré au laboratoire un traitement de thérapie génique qui permet d’apporter aux cellules du foie, une nouvelle
copie d’ADN qui compense le défaut génétique, afin que soit rétablie I’activité de 'enzyme UGT1A1, permettant ainsi I’élimination
du composé toxique. Le traitement mis au point, un virus modifi¢, a prouvé son efficacité et son innocuité chez les modéles animaux
de la maladie, notamment en démontrant 1’élimination de la bilirubine chez les rats Gunn. Son évaluation chez I’homme est prévue
pour 2017.

Lors de récents essais cliniques de thérapie génique utilisant le méme type de virus modifié, les patients ont regu simultanément un
traitement anti-inflammatoire pour éviter toute réaction immunitaire. Ces anti-inflammatoires apparaissent nécessaires pour garantir
le maintien de I’efficacité de la thérapie génique. L’évaluation clinique de notre candidat médicament doit donc tenir compte de ce
parameétre. Avant de démarrer 1'essai clinique, nous devons garantir aux autorités la compatibilité de ce type de traitement anti-
inflammatoire dans le contexte de CN et évaluer ses effets sur notre candidat médicament.

Pour répondre a ces problématiques, il n’existe pas, a ce jour, de méthodes alternatives pour remplacer le mod¢le animal. Aussi,
cette étude sera menée chez le rat GUNN, mutant naturel et modele de la pathologie.

Toutefois, nous avons élaboré une stratégie expérimentale qui permettra de réduire le nombre d'animaux utilisés et nos priorités
seront leur bien-€tre ainsi que le raffinement des protocoles. Nous utiliserons tous les moyens a notre disposition pour éviter stress,
douleur ou souffrance :

- Le traitement anti-inflammatoire qui sera utilisé est un produit couramment employé en clinique, permettant ainsi de se limiter a
une seule posologie (principe de réduction).

- Scules les deux doses de virus modifié qui seront utilisées pour l'essai clinique seront testées dans cette étude (principe de
réduction).

- Les rats males et femelles seront utilisés afin de réduire la taille de I'élevage (principe de réduction).

- Le nombre d'animaux a été€ estimé en fonction de nos connaissances actuelles et d'une analyse statistique afin d'obtenir les résultats
les plus robustes en impliquant le moins d'animaux possible (principe de réduction).

- Un total de 60 rats sera nécessaire pour réaliser ce projet.

- Les interventions expérimentales prévues sont considérées comme légeres, elles ne dépasseront jamais le degré de gravité 1. De
plus, les prélévements de sang se feront a la veine sous maxillaire (principe de raffinement).

Nous espérons ainsi montrer au terme du projet, la compatibilité d’un co-traitement anti-inflammatoire/virus modifié, afin de
démarrer le premier essai clinique d’un médicament pour la maladie de Crigler-Najjar.

6049. La toxoplasmose est une parasitose cosmopolite due au parasite Toxoplasma gondii. Aprés infection, la dissémination du
parasite dans 1’organisme est généralement maitrisée par le systéme immunitaire, mais le parasite persiste sous forme de kystes
durant toute la vie du sujet. On estime sa prévalence en France a 40-50%. Si I’infection est asymptomatique dans 80 a 90% des cas,
elle peut présenter un caractére de gravité dans certaines situations : 1) lorsque I’infection est acquise par une femme enceinte, elle
peut étre transmise au foetus et générer des séquelles plus ou moins importantes; 2) chez I’'immunodéprimé, 1’infection est toujours
grave et une réactivation d’infection ancienne peut survenir ; 3) enfin, certains génotypes parasitaires (trés répandus en Amérique
du sud et en Afrique) sont particuliérement virulents et capables de provoquer des tableaux sévéres y compris chez 1’adulte
immunocompétent.

Le diagnostic repose habituellement sur la sérologie, qui permet de mettre en évidence des anticorps spécifiques en I’absence de
signes cliniques. En France, les femmes enceintes séronégatives sont suivies mensuellement, et mises sous traitement en cas
d’infection en cours de grossesse. Le diagnostic peut étre fait par recherche des toxoplasmes dans le liquide amniotique ou a
I’accouchement, sur le placenta et la sérologie chez le bébé. Les parasites peuvent étre mis en évidence par biologie moléculaire
(recherche d’ADN par polymerase Chain Reaction (PCR)) et par inoculation a la souris. Ces analyses sont cotées a la Nomenclature
des actes de Biologie Médicale. Le diagnostic prénatal requiert un agrément délivré par 1’Agence de Biomédecine. Chez
I’immunodéprimé, les parasites sont habituellement recherchés par PCR, mais trés occasionnellement, des prélévements peuvent
étre inoculés a posteriori pour isoler la souche de parasites en cas de de PCR positive.

L’inoculation a la souris reste une technique pratiquée dans de nombreux Centres Hospitaliers Universitaires, car, bien que moins
sensible que la PCR, c’est une technique qui permet I’isolement des souches parasitaires pour le génotypage et les études de
chimiosensibilité menées par le Centre National de Référence (CNR) de la toxoplasmose. Les retombées nationales et internationales



des travaux menés dans le cadre du réseau du CNR toxoplasmose sont importantes, la France étant 1’un des pays les plus actifs sur
cette maladie et leader en termes de diagnostic et de génotypage.

Concrétement, les souris sont inoculées avec 0.5 a 1 mL de prélévement. Cing a six semaines plus tard, une recherche d’anticorps
toxoplasmiques est effectuée. En cas de sérologie positive, l'infection est avérée et la /les souris sont sacrifiées et les toxoplasmes
sont recherchés dans le cerveau. Les cerveaux positifs sont envoyés au CNR pour typage de la souche. Dans le cadre du diagnostic
de toxoplasmose congénitale, 6 souris sont inoculées par prélévement (réglementaire). Au vu de notre activité annuelle, au maximum
1750 souris seront utilisées.

Les animaux sont hébergés dans une structure agréée qui tient compte de 1’éthique animale et assure le suivi quotidien des animaux
dans les meilleures conditions de bien-étre conformément a la législation et la régle des 3R :

Remplacer : le modéle animal est encore considéré comme un acte médical d’intérét et est précieux pour l'isolement et la
conservation des parasites. En effet, le typage des parasites directement a partir des prélévements de patients est difficilement
réalisable, car les parasites sont souvent détectés en faible quantité. Le passage par la souris permet d’amplifier la quantité de
parasites (multiplication dans les organes) et de récupérer facilement les kystes présents dans le cerveau, et contenant des milliers
de parasites.

Réduire : Le nombre d’animaux est réduit au strict minimum nécessaire. De plus, a I’arrivée des prélévements (liquide amniotique,
placenta), le dossier de la patiente est examiné, et les inoculations ne sont pas réalisées si I’analyse ne parait pas pleinement justifiée.
Raffiner : Les animaux sont hébergés en groupes sociaux et bénéficient d’un enrichissement adapté (abris de plastiques, cartons,
tunnels). A noter que I’infection est asymptomatique et ne génére aucune souffrance physique aux animaux, ni aucun signe visible
d’infection.

6050. Ce projet fait partie d’un programme plus général dont I’objectif est de développer des produits a destination des séniors. Le
présent projet s’intéresse particuliérement a la bioaccessibilité et la biodisponibilité de composés nutritionnels ; la bioaccessibilité
correspond aux composés solubilisés dans le tractus digestif et accessibles pour I’absorption intestinale, alors que la biodisponibilité
correspond aux composés parvenant dans la circulation sanguine et disponibles pour I’organisme.

Le premier objectif est de déterminer I’impact du type de protéines sur la biodisponibilité des acides aminés en comparant les
caséines (protéines majoritaires dans les produits laitiers) et les protéines sériques (protéines du lactosérum). Ces résultats
permettront d’apporter de nouvelles connaissances sur la cinétique de digestion des protéines sériques dans un produit laitier et de
déterminer si ces protéines peuvent permettre une stimulation de la synthése musculaire chez le sénior. Le second objectif est
d’étudier I’impact de la source de calcium (carbonate de calcium ou phosphate de calcium) sur la biodisponibilité du calcium. Les
résultats obtenus permettront de mieux comprendre les facteurs influencant la biodisponibilité de ce minéral et de pouvoir a terme
supplémenter de fagon plus efficace les produits laitiers en calcium pour favoriser la minéralisation osseuse. Cette étude sera conduite
sur le porc conventionnel pris comme modéle de I’'Homme.

Trois produits laitiers seront distribués sous forme de repas test 8 maximum 16 porcs adultes. Les produits seront des gels laitiers a
base de protéines sériques ou de la mozzarella a base de caséines et ils seront enrichis en calcium grace a du carbonate de calcium
ou du phosphate de calcium. Les porcs seront équipés d’un cathéter placé au niveau de la veine jugulaire et d’une canule duodénale.
Pour ce faire, les animaux subiront une intervention chirurgicale sous anesthésie générale et 1’utilisation raisonnée d’antalgiques
permettra de réduire les souffrances de 1’animal a leur minimum. Ainsi il sera possible de collecter des effluents digestifs et du sang
a différents moments de la digestion. La quantification des acides aminés et du calcium dans les effluents nous permettra ainsi
d’estimer la cinétique de bioaccessibilité de ceux-ci en fonction de 1’aliment, tandis que la quantification dans le plasma nous donnera
acces a leur biodisponibilité. Le dispositif prévu est un carré latin ou tous les produits alimentaires seront testés sur chaque animal.
La régle des 3R a été prise en compte dans la conception des procédures expérimentales. Tout d’abord « remplacer » car ce type
d’études, pour lesquelles il n’existe pas de méthodes in vitro, ni in silico, nécessite 1’utilisation d’animaux vivants.

Ensuite « réduire » grace a la pose de canules digestives et de cathéter sanguin, qui permettra de ne travailler que sur 16 animaux au
maximum quel que soit le nombre de produits testés, alors que sans cela il faudrait euthanasier un animal pour chaque point de
mesure. De plus, comme chaque animal teste chaque produit nous réduisons au maximum le nombre de porcs et de répétitions Pour
finir « raffiner » en limitant au maximum la souffrance des animaux grace a des antalgiques, des anesthésies et des soins quotidiens.

6051. Les molécules anti-angiogéniques ont démontré un effet important en thérapie anti tumorale. Cependant, ces traitements ne
sont pas efficaces sur tous les types de cancers. Notre équipe travaille sur une molécule, CD146, qui est sécrétée par certaines cellules
cancéreuses (pancréas, mélanome, sein, rein, ...) et qui posséde des propriétés angiogéniques. Nous avons donc généré des anticorps
spécifiques de CD146 soluble avec 1’objectif de les utiliser comme molécules antiangiogéniques dans les pathologies tumorales.
Les résultats obtenus in vitro montrent que ces anticorps pourraient avoir un réel intérét thérapeutique en bloquant les effets
angiogénique, métastatique et anti apoptotique de la molécule CD146. Le but de ce travail est d’évaluer I’intérét de l'anticorps
radiomarqué au 68Gallium pour ’imagerie TEP comme test compagnon des stratégies thérapeutiques ciblant les voies du CD146.
Pour ce faire, des souris seront implantées avec des cellules tumorales (cellules humaines issues de cancer colorectal et de
mélanomes) et imagées une fois les tumeurs développées.

Le recours a I’expérimentation animale se justifie par I’impossibilit¢ réglementaire de conduire ce type de développement
radiopharmaceutique chez ’homme sain, et le choix de I’espece par le besoin d’un modéle animal immunodéficient déja documenté
permettant de favoriser la prise et le développement des cellules tumorales, en l'absence d'alternative possible
(Remplacement).L’étude sera menée in vivo sur 24 souris (Mus musculus) : ce nombre nécessaire d’animaux a été calculé pour
permettre une étude statistique fiable ; la méthode d’évaluation choisie (imagerie) permet de réduire ce nombre d’animaux nécessaire



en permettant de suivre les paramétres d’intérét pour chaque animal « sur la durée » (Réduction). Les animaux seront hébergés dans
des cages avec enrichissements a types de copeaux, nids et tunnels. Une grille d'évaluation de la douleur a été mise en place afin de
réduire le stress et la douleur de I'animal. (Raffinement).

6052. La coccidiose aviaire due a Eimeria acervulina est une pathologie fréquente, particuliérement problématique dans les élevages
de poulet de chair. Elle provoque peu ou pas de mortalité mais les conséquences zootechniques sont importantes avec une baisse du
gain de poids des animaux et une augmentation de l'indice de consommation qui induisent une perte séche pour 1'¢leveur.

Elle affecte majoritairement les jeunes animaux de 1 a 15 jours d’age. A ce stade de la vie, le systéme immunitaire est encore
considéré immature, rendant les animaux trés sensibles a ce type d’affection. Il est difficile a 1'heure actuelle de prévenir ces
pathologies par un traitement efficace, sans risque pour I’environnement et sans risque de contamination des viandes destinées a la
consommation humaine.

Notre laboratoire développe un immunostimulant capable d'activer rapidement le systéme immunitaire des animaux nouveau-nés
afin de prévenir le développement des maladies infectieuses. Le potentiel de ce candidat produit a été préalablement évalué chez le
poulet dans le contexte de la coccidiose aviaire induite expérimentalement par Eimeria acervulina sur un effectif réduit d'animaux.
L'objectif de ce projet est d'une part de confirmer l'efficacité du produit qu'il soit injecté sous la forme fraiche ou congelée et d'autre
part de confirmer son efficacité qu'il soit injecté par voie in ovo ou sous cutanée.

Ces expérimentations seront réalisées sur une période de 24 mois et nécessiteront 341 animaux au total.

La régle des trois R a été strictement respectée.

Remplacement : Toutes les mesures de « remplacement » ont été considérées au préalable a cette expérimentation. Néanmoins, ce
projet ne peut étre traité seulement in vitro pour plusieurs raisons. D'une part, la coccidiose aviaire fait intervenir un cycle parasitaire
qui n'a lieu que chez l'animal vivant. D'autre part, la maturation du systéme immunitaire requiert la libre interaction entre les cellules
du systéme immunitaire et le parasite. Enfin, les voies d’administration font intervenir des paramétres physiologiques de I’animal
qui ne pourraient étre modélisés in vitro. Afin d’établir la preuve d’efficacité de notre produit, nous devons donc conduire un test
préclinique sur l'espéce cible.

Réduction : Le nombre d’animaux inclus dans le protocole a été réduit a son minimum grace a un plan d’expérience optimisé pour
obtenir le maximum de données scientifiques, tout en maintenant une validité statistique suffisante du modéle pour garantir
I’interprétabilité des résultats.

Raffinement : la méthodologie expérimentale a, elle aussi, été raffinée & son maximum par 'utilisation de méthodes analytiques
sensibles et reproductibles qui limitent, in fine, le nombre d’animaux inclus dans 1’étude. De plus, pour limiter le stress et améliorer
la qualité de I’expérience, les animaux seront €levés avec soin en présence d’un enrichissement a base de jouet et aucun prélévement
«vigile » n’est prévu, car ils auraient pu induire un stress ou une douleur pour I'animal. Les études seront menées en tenant compte
des besoins éthologiques des volailles, en limitant leur stress et la souffrance au maximum.

6053. La reproduction chez les caprins a lieu naturellement a 1’automne et en hiver (saison sexuelle). Cette saisonnalité conduit a
des variations annuelles dans la disponibilité des produits et du prix du lait. La mise a la reproduction hors saison sexuelle est une
solution pour maintenir 1’offre en lait ou fromage tout au long de ’année (enjeu majeur pour la filiére caprine).

Différentes techniques sont disponibles pour maitriser la saisonnalité de la reproduction. Les traitements hormonaux d’induction des
chaleurs (comportement d’acceptation de la monte du male) et des ovulations sont la pratique la plus efficace pour désaisonner la
reproduction. Or, le contexte réglementaire et sociétal oriente vers une moindre utilisation des hormones en élevage, dans 1’objectif
de réduire leurs résidus dans les produits animaux et le risque de contamination de I’environnement via les effluents.

Des méthodes alternatives aux hormones existent, notamment « I’effet male ». L’effet male consiste a stimuler 1’activité ovulatoire
de chévres au repos sexuel par leur exposition a des males sexuellement actifs. En élevage, sa mise en ceuvre nécessite la préparation
des boucs et des chévres avec des traitements lumineux (ou photopériodiques) de désaisonnement ou des implants de mélatonine
afin de rendre les chévres réceptives aux boucs et les boucs sexuellement actifs. Toutefois, le développement de cette pratique en
¢élevage est freiné par la forte variabilité des résultats obtenus, notamment dans le cadre de 1’insémination artificielle, qui implique
la détection des chaleurs des chévres afin de les inséminer au bon moment et d’obtenir une fertilité satisfaisante. Or cette pratique
est chronophage pour les éleveurs.

L’objectif du projet est d’évaluer 1’efficacité de la détection automatisée des chaleurs, a 'aide de colliers portés par les chévres et
mesurant en continu leur niveau d’activité, aprés une induction des chaleurs et des ovulations par effet méle.

Un total de 53 animaux (45 chévres adultes en lactation et 8 boucs pubeéres), de race alpine, seront utilisés.

Ce protocole comprend 1 procédure concernant les prélévements sanguins dans la veine jugulaire (au niveau du cou).

La régle des 3R sera respectée comme suit :

Remplacement :

L’activité sexuelle du bouc et de la chévre, I’ovulation et I’expression des chaleurs sont des phénoménes complexes qui ne peuvent
pas étre étudiés in vitro.

Réduction :

Le nombre d’animaux a été défini de facon a pouvoir évaluer I’efficacité d’un systeme automatisé¢ de détection des chaleurs et la
fertilité des chévres en fonction du moment de détection des chaleurs. En outre, il s’agit d’un groupe de chévres élevées et mises a
la reproduction a la méme période dans la conduite habituelle de 1’¢levage.

Raffinement :

Les chévres seront hébergées en groupe, sur une litiére paillée, le milieu sera enrichi (pneus suspendus régulierement remplis de
foin, plateformes, brosses). Les chévres feront I’objet d’une surveillance pendant toute la durée du protocole, en particulier au



moment de la traite deux fois par jour. En cas de symptome inquiétant, une intervention vétérinaire aura licu et I’animal sera sorti
du protocole si nécessaire. Les prélévements sanguins seront réalisés par des opérateurs expérimentés (animaliers). Des précautions
seront prises afin d’éviter tout risque de phlébite (tonte au niveau du cou pour mieux visualiser les veines, et si nécessaire application
d’un baume antiseptique et cicatrisant).

6054. Hors myélomes, ’ostéosarcome (sarcome ostéogéne) est la plus courante des tumeurs malignes osseuses primaires. Il a une
prédilection pour la région des métaphyses des os longs tubulaires. 50 % des cas se produisent autour du genou. Il s'agit d'une tumeur
maligne du tissu conjonctif (doux) dont les cellules néoplasiques présentent une différenciation ostéoblastique et forment de 1'os
tumoral. L'incidence de 1'ostéosarcome est estimée a 5 cas par million d'habitants par an, provient le plus souvent dans la région
métaphysaire des os longs tubulaires, avec 42 % se produisant dans le fémur, 19 % dans le tibia et 10 % dans I'humérus. En fonction
de la rapidité de détection, du grade et de 1’état métastasique, le pronostic de guérison est supérieur a 70 % si la pathologie est prise
en charge précocement (grande amélioration au cours des derniéres décennies) mais est mauvais dans le cas contraire avec de
nombreux décés dus a des métastases (notamment pulmonaires) dans les deux ans.

Ce projet a pour but d’évaluer ’efficacité de la molécule X, agent anti tumoral ayant déja démontré des effets in vitro prometteurs,
sur un modeéle murin d’ostéosarcome. Le recours a I’expérimentation animale se justifie par I’'impossibilité réglementaire de conduire
ce type de développement chez ’homme en I’absence de données précliniques, et le choix de 1’espéce par le besoin d’un modéle
animal immunodéficient déja documenté permettant de favoriser la prise et le développement des cellules tumorales, en l'absence
d'alternative possible (3R : Remplacement). Il sera mené in vivo sur 45 souris (Mus musculus) : ce nombre nécessaire d’animaux a
été calculé pour assurer une analyse statistique (p<0.05) par test non paramétrique de Mann and Whitney. ; la méthode d’évaluation
choisie (imagerie) permet de réduire ce nombre d’animaux nécessaire en permettant de suivre les paramétres d’intérét pour chaque
animal « sur la durée » (3R : Réduction). Les animaux seront hébergés dans des cages avec enrichissements a types de copeaux, nids
et tunnels (3R : Raffinement).

6055. Le coeur embryonnaire est une structure complexe qui est a I’origine d’une variété de malformations chez les nouveaux nés et
enfants. Sa formation dépend de I’acide rétinoique (AR), un dérivé de la vitamine A. La carence en vitamine A est un probléme de
santé publique majeur. L’insuffisance d’apport maternel en vitamine A peut entrainer la mort du feetus, ou un large éventail
d'anomalies incluant des malformations cardiaques. Inversement, une exposition excessive a la vitamine A ou ses analogues cause
de graves anomalies cardiaques congénitales. Les mécanismes moléculaires associés a ces anomalies sont peu connus. Notre étude
a pour objectifs de mieux comprendre I’étiologie de ces malformations en utilisant la souris comme modele d’étude. Au cours de
I’embryogenese, I’AR est synthétisé par la rétinaldéhyde déshydrogénase 2 (Raldh2). Nous souhaitons étudier les conséquences de
I'inactivation de I’enzyme Raldh2 dans les différents lignages du coeur. Les souris Raldh2-/- ne sont pas viables. Afin de contourner
ce probleme et d'étudier les conséquences de l'inactivation de Raldh2 dans les différents lignages du cceur, nous utiliserons un mutant
conditionnel, qui nous permet une inactivation tissu spécifique. La lignée de souris knock-out conditionnelle pour le géne Raldh2
sera croisée avec différentes lignées exprimant la recombinase Cre pour supprimer Raldh2 dans les sous populations progénitrices
qui contribuent a la formation du myocarde ainsi que dans les cardiomyocytes. Le coeur sera analysé a différents stades
développementaux (jours 8.5 et 14.5) ainsi qu'a des stades post-natal (jour de naissance et 3 mois). La femelle gestante sera mise a
mort. La corne utérine sera prélevée, les embryons seront extraits et mis a mort immédiatement. L’échocardiographie sera utilisée
pour évaluer la fonction des cceurs chez les souris adultes. Nous utiliserons un échographe présent sur notre plateforme d’imagerie.
Cet examen d’imagerie médicale est indolore mais est réalisé sous anesthésie générale afin d’assurer I’immobilité de la souris. Apres
imagerie, les souris seront mises a mort et les coeurs collectés afin d’étre analysés. Afin d'assurer le bien-étre des animaux, nous
respecterons la réglementation européenne concernant la densité d'animaux par cage et les cycles d’éclairage diurne. Les souris
seront plusieurs par cage (5-6) afin de respecter leur instinct grégaire. L'environnement sera enrichi par des maisonnettes en carton.
Nous suivrons les nouveaux nés issus des différents croisements afin d'identifier le plus précocement possible l'apparition de
cardiopathies ou des taux de mortalité périnatale anormalement élevés. Si de tels signes étaient observés, les croisements incriminés
seraient stoppés et I’étude sera limitée aux stades embryonnaires. Aprés chaque procédure, nous nous assurerons qu’aucun animal
ne présente de signe d’infection. Chez les adultes, nous rechercherons tous signes d’inconfort. Les souris dont les paramétres
physiologiques seront modifiés seront mises a mort. Nous avons déterminé le nombre de nos souris afin de correspondre au concept
des 3R (réduire, raffiner, remplacer). Dans ce projet, nous utiliserons 1456 souris qui seront hébergées collectivement, dans un
milieu enrichi et dans une piéce thermo régulée avec un cycle 12h lumiére/12h obscurité. Plusieurs fois par semaine (2 ou 3), la
nourriture, la boisson et 1’état clinique des souris seront vérifiés, avec un changement de liticre hebdomadaire. Enfin, des points
limites a ne pas franchir pour respecter le bien-étre animal seront déterminés : soulagement de douleur ou mise & mort selon la
réglementation.

6056. Les maladies cardiovasculaires sont la premicre cause de mortalité dans le monde. Selon I’Organisation Mondiale de la Sant¢,
les maladies cardiovasculaires sont a 1’origine de 30% de la mortalit¢ mondiale totale. Quatre déces sur cinq par maladie
cardiovasculaire dans le monde surviennent par crise cardiaque ou AVC. Il est possible de prévenir ce type de pathologies en
intervenant sur les facteurs de risques (hypertension artérielle, diabéte, obésité, dyslipidémie, tabagisme...). Ces maladies
cardiovasculaires et ces facteurs de risque associés peuvent étre étudiés au laboratoire grace aux modeles précliniques chez I’animal.
Ces mod¢les permettent de comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans I’apparition et I’évolution des maladies
cardiovasculaires. Ainsi, I’identification de nouvelles cibles permettra de proposer aux patients de nouvelles thérapies.



Dans la plupart des projets de recherche, les tests de criblages in vitro sont principalement effectués avec des lignées cellulaires,
permettant de réaliser des tests simples dans les phases initiales d’un projet et d’identifier des molécules d’intéréts qui vont étre
optimisées. Dans des phases plus avancées, les molécules optimisées doivent étre testées et validées sur un matériel biologique
physiologiquement plus relevant ou récapitulant la pathologie. Or, les lignées cellulaires établies et disponibles dans le commerce
par exemple, ont perdu certaines propriétés natives et voies de signalisation essentielles des cellules primaires (primo cultures
provenant d’animaux). Il est donc indispensable de travailler sur les cellules primaires directement mises en culture apres
prélévement chez 1’animal.

Dans un premier temps, 1’utilisation des cellules primaires va permettre d’évaluer I’implication et/ou I’engagement de cibles dans
la pathologie ou ses facteurs de risques associés. Dans un second temps, des molécules sélectives et spécifiques de ces cibles vont
étre synthétisées, identifiés puis optimisés afin de développer un candidat médicament.

Dans le cadre spécifique de ce projet, les primo cultures doivent étre réalisées a partir de cceurs de rats nouveau-nés. Les cellules
cardiaques une fois isolées présentent une activité contractile spontanée et physiologique qui ne peut étre substituée par d’autres
types cellulaires plus rudimentaires. D’autre part, les cellules cardiaques néonatales ont ’avantage de tolérer un maintien en culture
de plusieurs jours contrairement aux cardiomyocytes d’animaux adultes qui meurent ou se dédifférencient aprés 24 heures
d’isolement. Ainsi il est possible de réaliser plusieurs types d’évaluations en paralléle a partir d’une seule primo culture.

Dans le domaine cardiovasculaire, ces études sur des cellules primaires permettent de réduire le nombre d’études sur tissus, organes
isolés puis sur animaux in vivo et contribuent par conséquent a réduire le nombre d’animaux nécessaire a la sélection de candidats
médicaments.

Ces expériences in vitro vont permettre ainsi de vérifier non seulement 1’efficacité de la molécule sur sa cible, mais également son
innocuité dans un contexte physiopathologique pertinent.

Tous les animaux bénéficient de conditions d’hébergement enrichies spécifiquement pour chaque espéce, favorables a 1’expression
de leurs instincts (nidification, jeu, fouissage ...) et adaptées a leurs besoins.

Sur 5 ans, il nécessitera 1’utilisation de 10500 ratons nouveau-nés et leurs 1050 femelles nourriciéres associées.

6057. La réglementation internationale impose aux laboratoires pharmaceutiques d’effectuer des contrdles qualité d’efficacité et
d’innocuité sur chaque lot de vaccin produit.

Ce projet porte sur I’évaluation sur animaux de I’immunogénicité des vaccins destinés a I’homme qui est I'une des méthodes
prescrites pour les controles d’efficacité. Un test d’immunogénicité consiste a administrer un vaccin a des animaux, les héberger
pendant la période nécessaire a 1’obtention d’une réponse immunitaire, puis a recueillir le sang qui sera analysé par des méthodes in
vitro pour la recherche d’un ou plusieurs types d’anticorps.

Ce projet décrit les essais réalisés systématiquement (exigence réglementaire) sur chaque lot de vaccins produits en routine, concerné
par cette méthode de controle qualité et sur certains autres vaccins en cas d‘anomalie de fabrication de production pour aider a la
recherche de la cause ou pour optimiser un procédé de fabrication ou de contrdle de vaccins. Il concerne également un test de
raffinement et de réduction qui est en cours de développement. Enfin, il concerne les tests nécessaires a la qualification des vaccins
utilisés comme références dans ces tests d’immunogénicité et ceux qui sont nécessaires pour qualifier les personnes qui réalisent les
tests.

Les especes employées pour ces tests sont la souris et le cobaye. Il est estimé qu’au cours de ce projet, mené sur une durée de 5 ans,
97 500 souris et 19000 cobayes seront utilisés.

Les bénéfices attendus pour ce projet sont la mise sur le marché des lots de vaccins protégeant efficacement les populations
(conformes aux spécifications et aux textes de référence) apres les tests de contrdle qualité ainsi que I’optimisation des procédés et
la formation de personnel. Toutes les procédures incluses dans le projet sont de degré de sévérité léger. Aucun signe clinique ni
altération du bien-étre animal imputables aux tests ne sont attendus. Si toutefois un animal venait a présenter des signes de maladie,
il serait pris en charge par un vétérinaire. L’ensemble des animaux utilisés pour ce projet est euthanasi¢ selon des méthodes
recommandées par la réglementation et approuvées par le Comité d’Ethique et la Structure de Bien-étre Animal dont reléve
I’Etablissement Ultilisateur.

Mise en ceuvre des 3Rs :

Remplacement

Pour plusieurs valences vaccinales testées, le test in vivo d’immunogénicité de routine est remplacé par un test in vitro reconnu par
la pharmacopée européenne lorsque cela est possible.

Réduction

Le schéma expérimental des tests de ce projet a fait 1’objet d’une revue par des biostatisticiens afin de calculer au plus juste le
nombre d’animaux a utiliser tout en restant en accord avec les exigences réglementaires. Un test est également en cours de
développement afin de permettre le contréle de 3 valences simultanément sans multiplier les prélévements sur les animaux.
Raffinement

Les animaux sont hébergés en groupe dans des cages contenant des dispositifs d’enrichissement dans des locaux appropriés,
conformes aux standards réglementaires et suivis par un personnel spécifiquement formé.

6058. La sclérose en plaque (MS pour multiple sclerosis) est une maladie auto-immune chronique qui touche plus de 2.3 millions
de personnes dans le monde et induit des atteintes neurologiques invalidantes. Différentes formes cliniques existent selon les Iésions
observées dans le systéme nerveux central (CNS) et la détérioration des fonctions neurologiques. La forme la plus courante est la
forme RR-MS (Relapsing Remitting Multiple Sclerosis) dans laquelle les patients sont affectés par des crises, espacées par des



périodes de rémission. Pour cette forme, il existe de nombreux modéles in vivo dont le modele d'Encéphalite Auto-immune
Expérimentale (EAE) induite chez la souris C57BL/6 par immunisatio