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PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 1. LE CANCER

1. LE CANCER ‘

Le cancer englobe une multiplicité de pathologies dont I'émergence est due a des cellules
qui se départissent des lois biologiques régulant I'organisme et adoptent un comportement

anormal pouvant mettre en danger le ou les tissus a proximité.

1.1. Le cancer de I'Antiquité a nos jours

Responsable de pres de 10 millions de morts en 2020, le cancer est la seconde cause de
décés non naturels dans le monde, et la premiere dans les pays développés (Sung et al.,
2021). Selon les estimations, le cancer pourrait méme détroner les maladies
cardiovasculaires dans les décennies a venir (Bray et al., 2021) et voir le nombre de
nouveaux cas diagnostiqués en 2040 augmenter de 47% par rapport a 2020 (Sung et al.,
2021).

Ces chiffres peuvent grandement étre expliqués par le vieillissement de la population,
I’augmentation de I'exposition aux oncogenes et un diagnostic plus précoce en lien avec des
technologies de détection de plus en plus performantes. De fait, le cancer est parfois désigné
comme la « maladie du siécle » ou « la maladie moderne par excellence ». Ce discours donne
I'idée que le cancer est une maladie humaine récente qui résulterait uniquement de
I'industrialisation. En réalité, le cancer est une pathologie millénaire dont souffrait déja nos
ancétres comme en témoigne le cas d’un ostéosarcome détecté chez une momie (Capasso,
2005). Un exemple encore plus ancien de cette maladie peut étre retrouvé chez les
dinosaures. En effet, un spécimen de I'espece Centrosaurus apertus (herbivore a corne et a
collerette de 5 metres de long, 2 métres de haut et pesant prés de 2 tonnes) datant

d’environ 75 millions d’années présente un cas d’ostéosarcome (Ekhtiari et al., 2020).
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PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 1. LE CANCER

1.1.1. A propos de lhistoire du cancer et du cancer dans U'Histoire

Bien que les premiers écrits médicaux décrivant ce que I'on suppose étre un cancer peuvent
étre retrouvés dans les papyrus Edwin Smith (Breasted, 1930) et Ebers datés d’environ 1600
av. J.-C., le terme « cancer » n’est cependant utilisé pour la premiere fois qu’au 1°" siécle av.
J.-C. par le polygraphe romain Aulus Cornelius Celsus dans son ceuvre De Medicina (CELSUS,
1876). Celsus s’inspire des textes hippocratiques rédigés plus de trois siecles plus tot, qui
décrivaient des cas de protubérances tissulaires parfois cancéreuses et les nommaient
kapkivog (karkinos). « karkinos » et « cancer » se traduisent tous deux par « crabe », et la
similitude entre le crustacé aux multiples pattes et la masse tumorale aux nombreux
vaisseaux pourrait expliquer le choix de cette terminologie. Plus tard, Claude Galien
nommera les tumeurs 6ykog (oncos) qui veut dire « masse, gonflement » en grec, et qui se
traduit par tumor en latin. Les mots « oncologie » et « tumeur » seront respectivement

dérivés de ces termes.

Hippocrate de Kos (460 — 377 av. J.C.) est le premier a proposer une origine naturelle plutot
qgue spirituelle au cancer, et aux maladies de maniere plus large. Il élabore la théorie
humorale, selon laquelle le corps est divisé en quatre substances appelées « humeurs » — le
sang, la lymphe, la bile noire et la bile jaune. C’est le déséquilibre entre ces humeurs qui est
responsable de I'apparition des maladies, des malformations et des handicaps. Il ne parvient
cependant pas a faire la différence entre tumeur bénigne et tumeur maligne.

Cette doctrine sera adoptée par les successeurs d’Hippocrate, qui l'affineront et Ia
préciseront. Ainsi, Aulus Cornelius Celse (25 av. J.C. — 50) souligne I'existence de deux types
de cancers, le cacoethes que I'on peut réséquer et qui ne réapparait pas, et le carcinoma
pour lequel le traitement aggrave la santé du patient alors que le simple recours a des soins
palliatifs permet généralement au malade de vivre plus longtemps. Il reconnait cependant
que seul le temps et I'expérience peut permette de distinguer un cacoethes d’'un
carcinomas. |l décrit également le caractére invasif du cancer, qui « se dissémine rapidement
et pénéetre jusque dans les os et dévore ainsi la chair » (CELSUS, 1876). Claude Galien (129 -
201) précisera le role de la bile noire dans la genése des cancers, celle-ci stagnant et se
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solidifiant a I’endroit ou la maladie doit apparaitre. Il classifiera en plusieurs catégories les

grosseurs et son traité De tumoribus praeter naturam (LYTTON and RESUHR, 1978) (trad. fr. :

Des tumeurs contre nature) est le plus ancien document dédié aux tumeurs en tout genre.

Malheureusement, a l'instar de ses prédécesseurs, il ne parvient pas a faire la différence
entre grosseurs inflammatoires et cancer véritable. De fait, bien qu’elle ait le mérite de se
baser sur |'observation et le raisonnement, la théorie des humeurs d’Hippocrate puis de
Galien limitera en réalité la compréhension de la maladie cancéreuse pendant de nombreux
siecles.

S’en suit une longue période de stagnation des connaissances médicales. Celle-ci s’explique
par I’'hégémonie du galénisme dans I'Empire byzantin, puis en Europe occidentale durant la
deuxiéme moitié du Moyen Age, qui se fait en paralléle d’une interdiction pontificale de la
pratique de la chirurgie par les ecclésiastiques, alors principaux détenteurs du savoir médical
(Santoni-Rugiu and Sykes, 2007). C’est seulement au 16°™ siécle, soit plus d’'un millénaire
apres la mort de son auteur, que le dogme galénique commence a étre remis en question.
Certains médecins, tels que Paracelse et André Vésale, encouragent 'apprentissage de la
médecine par I'expérience et non pas uniquement par I'étude théorique des textes anciens
qui font alors autorités. Pour appuyer ses propos, Vésale publie un recueil d’anatomie

humaine — De_humani corporis fabrica — de plus de 700 pages, ou il met en évidence les

nombreuses erreurs anatomiques faites par Galien (Joutsivuo, 1997). On tente alors
d’expliquer la carcinogenése autrement que par la bile noire, comme par une accumulation
de sels minéraux, ou, une fois le systéme lymphatique découvert au 17¢™¢ siécle par Gaspard
Aselli et Jacques Pecquet, de lymphe. Force est de constater que, malgré leur volonté de
révolutionner le monde médical alors encore entravé par la philosophie scolastique, ces
médecins humanistes ne parviennent pas a se détacher completement de la théorie des
humeurs, dont le fond reste le méme pendant encore 200 ans jusqu’a I'avenement de la
théorie cellulaire. Cette période comprend cependant quelques brillantes observations qu’il
est important de souligner. Ainsi, au milieu du 16°™¢ siécle, Henri-Francois Le Dran propose
gue le cancer soit une maladie localisée au début, qui peut s’étendre par la suite dans
I’organisme par le biais des réseaux sanguins et lymphatiques. Dans le cas du cancer du sein,
en plus de la mastectomie, il préconise le retrait des « glandes sous l'aisselle » (les ganglions
lymphatiques envahis). A la méme période, Giovanni Batista Morgagni publie son livre De

Sedibus, et Causis Morborum per Anatomen Indagatis (trad. fr.: Recherches anatomiques
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sur le siege et les causes des maladies) qui rassemble les résultats de 700 autopsies corrélés

aux données cliniques observées du vivant des patients, dont 17 cas de cancer. Il devient
ainsi I'un des fondateurs de la discipline d’anatomie pathologique.

A la fin des années 1830, Theodor Schwann et Matthias Schleiden démontrent que la plus
petite unité vivante est la cellule, et que tous les organismes, végétaux comme animaux, en
sont composés (Schwann, 1839; Schwann and Schleyden, 1847). Johannes Miiller, alors le
maitre de Schwann, applique les observations de son éléve au domaine de la cancérologie. Il
déclare que les cancers ne sont non pas de la lymphe accumulée, mais des masses
cellulaires. Il est le premier a faire une comparaison histologique des tissus sains et des tissus
malades, ce qui lui permet d’établir une ébauche de classification des tumeurs (Miiller,
1840). Rudolf Virchow, un autre éleve de Miiller, va plus loin et propose que les cellules
cancéreuses soient en réalité issues de cellules saines qui auraient été irritées. La notion de

pathologie cellulaire est née (Figure 1.1.1).

Pape Innocent IlI
« Premiére description de cas de cancer ® Condamne la pratique de la chirurgie par les clercs ® 1% hopital de patients cancéreux o 1% ytilisation du terme métastase
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Figure I.1.1. Frise chronologique des principales avancées dans la recherche sur le cancer. De I'Egypte Antique
a 'avenement de la théorie cellulaire.

Pour autant, la cause des tumeurs reste non élucidée. Des hommes de sciences avaient
décrits, le siecle précédent, des cas de cancers dont I'apparition semblait étre associée a un
environnement particulier : le taux d’incidence du cancer du sein plus élevé chez les nonnes
gue chez les femmes mariées, et I'absence de cas de cancer cervical chez ces méme nonnes

étaient attribués a I'abstinence sexuelle ; les ramoneurs avaient plus de chance de
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développer un cancer du scrotum du fait du contact répété avec la suie sur les cordes qu’ils
utilisaient pour se déplacer dans les cheminées (Faguet, 2015). Mais il faudra attendre la
découverte de ’ADN par Watson, Crick et Franklin au milieu du XX®™¢ siécle (Watson and
Crick, 1953) et de son réle, ainsi que I'avénement de la biologie moléculaire, pour que le

cancer devienne une maladie touchant les genes.

1.1.2. Définitions actuelles du cancer

1.1.2.1 Les cancers partagent des caractéristiques communes
Comme abordé précédemment, la pathologie maligne englobe en réalité une multiplicité de
types et de sous-types de tumeurs, dont 'origine, la localisation, et I'impact délétere sur
I’organisme peuvent grandement varier. Pour autant, si 'ensemble des manifestations de la
maladie se retrouvent sous 'unique banniere du cancer, c’est parce qu’elles partagent des
caractéristiques communes. Hanahan et Weinberg ont ainsi proposé au début des années
deux-milles un certain nombre de régles régissant l'initiation et la progression tumorales :
les signes distinctifs (« hallmarks ») du cancer (Hanahan and Weinberg, 2000). Du fait de la
complexité de la maladie cancéreuse, I'oncologie est un domaine ou la recherche évolue trés

vite. Dans ce sens, les Hallmarks of Cancer ont été amendées par deux fois au cours des vingt

derniéres années et sont désormais au nombre de quatorze (Hanahan, 2022; Hanahan and
Weinberg, 2011). Ces signes distinctifs du cancer comprennent des capacités acquises ainsi

gue des facteurs favorisant I'acquisition de ces particularités (Figure 1.1.2).
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Parmi les capacités acquises propres au cancer, on retrouve la prolifération cellulaire
incontrélée et infinie, la potentialisation de la survie cellulaire, I'induction de I'accés a la
vascularisation, I'activation de I'invasion et de la métastase, la dérégulation du métabolisme
cellulaire et le déverrouillage de la plasticité cellulaire.

La prolifération cellulaire incontrolée et infinie est peut-étre le caractére le plus fondamental
du cancer. Cette propriété inclue trois mécanismes distincts mais complémentaires. Le
premier est I'auto-suffisance en facteur de croissance. La ou I'homéostasie d’un tissu sain
est contrblée étroitement par le relargage de facteurs mitogéniques dans le milieu, les
cellules cancéreuses sont capables d’outrepasser cette régulation par différents moyens :
elles peuvent produire une signalisation autocrine, recruter et/ou activer des cellules du
microenvironnement tumoral qui répondront en sécrétant des facteurs de croissance,
potentialiser la liaison d’un ligand a son récepteur en augmentant I'expression de récepteur
a la surface de la membrane cellulaire ou en altérant la structure de ce récepteur pour
améliorer son affinité a son ligand ainsi que la vitesse de réponse suite a I'interaction, activer
constitutionnellement des composés intervenants plus en aval de la voie de signalisation
rendant ainsi la stimulation par liaison du ligand au récepteur obsoléete, etc. Le second
mécanisme est le pendant du précédent : il s’agit de l'insensibilité aux signaux inhibiteurs
de croissance. Les cellules cancéreuses sont ainsi capables de contourner des programmes
biologiques majeurs, notamment en sous-exprimant des suppresseurs clés de la prolifération
comme les protéines RB (en anglais, retinoblastoma-associated) et TP53. Les cellules
cancéreuses sont également capables d’ignorer I'inhibition de contact censée empécher la
prolifération. Le troisitme et dernier mécanisme impliqué dans cette prolifération
anarchique des cellules cancéreuses est 'immortalité réplicative. En effet, contrairement
aux cellules normales qui ne peuvent se répliquer qu’un nombre limité de fois, les cellules
cancéreuses ont un potentiel de multiplication théoriqguement illimité. Cette capacité
viendrait de la réexpression par ces cellules de la télomérase, une enzyme capable
d’agrandir les télomeéres (séquence de nucléotides répétés a I'extrémité des chromosomes),
sans qui la réduction de ces télomeéres au cours des divisions successives entrainerait la
sénescence et/ou la mort cellulaire (le mécanisme de sénescence et le role des télomeres
sont décrits plus en détails dans le Chapitre 3 de cette partie, p.81).

L'augmentation de la survie cellulaire est une autre des propriétés acquises par les cellules

cancéreuses. Celle-ci passe par la résistance a la mort cellulaire, en particulier apoptotique.
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L'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée, qui s’active notamment
lorsqu’un déséquilibre de la signalisation ou des dommages a I'ADN importants sont
détectés. Ces deux types de stimulus sont communément subis par les cellules cancéreuses
du fait de leur capacité de prolifération cellulaire incontrélée, et I'apoptose joue donc un
role antitumoral. Pour survivre, les cellules cancéreuses peuvent utiliser différentes
stratégies afin d’atténuer I'induction de I'apoptose : I'inactivation de TP53 qui est capable de
détecter les dommages a I’ADN et de déclencher I'apoptose, la surexpression de régulateurs
anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-xL), la sous-expression de facteurs pro-apoptotiques (BAX,
BIM, PUMA) ou la réduction du nombre de récepteurs activateurs de I'apoptose présents a
la surface de la cellule (FAS). Les cellules cancéreuses peuvent également augmenter leur
chance de survie en évitant leur reconnaissance par le systéme immunitaire. Le systeme
immunitaire élimine non seulement les pathogenes s’attaquant a l‘organisme, mais
également les cellules du soi compromises dont les cellules cancéreuses font parties. Pour
survivre, les cellules cancéreuses doivent donc développer des méthodes pour échapper a la
surveillance du systéme immunitaire, soit en réduisant leur immunogénicité, soit en
encourageant un microenvironnement immunosuppresseur qui rend les cellules
immunitaires inefficaces.

La sixieme capacité acquise des cancers est I'induction de I'accés a la vascularisation.
Initialement appelée induction de I'angiogenése, la mise en évidence de multiples autres
mécanismes permettant le recrutement ou la génération de vaisseaux sanguins a entrainé
une désignation plus large de cette caractéristique. Comme c’est le cas des tissus normaux,
les cellules tumorales ont besoin de nutriments, d’oxygene et d’un moyen d’évacuer leurs
déchets pour survivre et proliférer. Ces besoins sont satisfaits par le biais de la
vascularisation. Mais contrairement aux tissus normaux, dont I'organisation vasculaire est
établie depuis I'embryogenése et dont le renouvellement n’a lieu que dans des cas
particuliers comme la cicatrisation, le cycle menstruel féminin ou la croissance osseuse, les
néoplasmes, comme leur nom l'indique, sont des tissus nouvellement formés. lls vont donc
devoir créer leur propre réseau vasculaire, notamment via I'angiogenése et le switch
angiogénique.

L'acces a la vascularisation peut favoriser la septieme capacité des cancers, a savoir
I’activation de I'invasion et I'induction de métastases. La nature maligne d’'une tumeur est

inévitablement associée a son caractére invasif. Particulierement étudié dans le contexte des
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cancers épithéliaux, le passage d’un carcinome in situ bénin (dont les cellules anormales sont
histologiquement similaires a des cellules cancéreuses mais qui ne s’étendent pas au-dela de
leur site initial de formation) vers un carcinome malin implique une augmentation de la
motilité et de la capacité invasive des cellules. Concrétement, les cellules cancéreuses
perdent leurs caractéristiques épithéliales au profit d’'un phénotype mésenchymateux, au
cours d’un processus appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Ce phénotype
mésenchymateux favorise la migration et les cellules cancéreuses vont pouvoir rejoindre les
réseaux sanguin et lymphatique. C'est l'initiation du processus métastatique. Les cellules
tumorales circulantes (CTC) ainsi produites vont devoir ré-inverser leur phénotype
(transition mésenchymato-épithéliale ou TME) pour quitter la circulation sanguine ou
lymphatique et envahir un nouveau tissu : on parle alors de cellules tumorales disséminées
(CTD). Ces CTD ont le potentiel de croitre et de former des foyers métastatiques
cliniguement détectables. A noter qu’on a longtemps pensé que ces changements entre les
phénotypes épithéliaux et mésenchymateux avaient lieu tardivement dans le déroulement
de la progression tumorale, mais un nombre croissant d’études semblent indiquer que le
processus métastatique pourrait se déclencher dés la lésion pré-néoplasique, parfois avant
méme que la tumeur primaire ne soit détectée (Hosseini et al., 2016). De fait, ces propriétés
d’invasion et de métastase des cancers peuvent étre acquises plus tot que certaines autres
caractéristiques, ce qui expliquerait les 0,5 a 7% de cas de cancers ou le site primaire est
inconnu (van de Wouw et al., 2002).

Si I'induction de I’acces a la vascularisation se fait attendre, les cellules cancéreuses peuvent
également passer par d’autres voies pour produire de I'énergie, notamment en dérégulant
le métabolisme cellulaire. En condition aérobique classique, le pyruvate métabolisé a partir
du glucose est principalement dirigé vers la mitochondrie consommatrice d’oxygéne qui va
permettre la génération d’une trentaine de molécules d’ATP a partir d’une molécule du
glucose : c’est la respiration. En condition anaérobique, le pyruvate issu de la glycolyse est
métabolisé en lactate dans le cytosol, ce qui permet la production de deux molécules d’ATP
pour une molécule de glucose : c’est la fermentation. De facon assez intéressante, il a été
mis en évidence il y a maintenant un siécle que les cellules cancéreuses préféraient la voie
métabolique de la fermentation, plutot que celle de la respiration, et ceci méme en présence
d’oxygene. La fermentation étant 15 fois moins efficace que la respiration pour la production

d’ATP, il parait contre-intuitif pour les cellules cancéreuses de favoriser cette voie
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métabolique. Mais il faut se souvenir que la respiration est utilisée par des cellules
eucaryotes normales composant des tissus différenciés. A l'inverse, les cellules cancéreuses
proliferent de facon intense et ont donc besoin, en plus d’énergie, de synthétiser de grandes
guantités de molécules telles que des nucléotides, des lipides et des acides aminés. Or, les
produits intermédiaires et finaux de la glycolyse par fermentation sont utilisés pour produire
cette biomasse, ce qui peut expliquer pourquoi les cellules cancéreuses continuent a faire de
la fermentation méme en condition aérobie (Fan et al., 2019).

Récemment, Hanahan a étoffé la liste des caractéristiques propres au cancer de deux
nouveaux traits qui impliquent le déverrouillage de la plasticité cellulaire (Hanahan, 2022).
Le premier consiste en un détournement des programmes de différenciation cellulaire. La
majorité des cellules dans un organisme adulte a atteint un stade de différentiation terminal
généralement associé a un arrét de la prolifération, hormis quelques types cellulaires
comme les cellules souches (capables de générer différents types cellulaires) et les cellules
progénitrices (encore phénotypiquement indifférenciées, mais déja engagées dans une
lignée cellulaire). De fait, il est probable que la cellule ayant subi une mutation
carcinogénique se trouve dans cet état différencié et doive donc trouver un moyen de se
remettre a proliférer. Les cellules cancéreuses peuvent ainsi inverser leur différenciation
pour reprendre un phénotype similaire au progéniteur dont elles sont originaires a la base :
c’est la dédifférenciation. Il est également possible que la transformation maligne se déroule
dans une cellule progénitrice, certes déja engagée dans une lignée cellulaire mais n’ayant
pas encore terminée sa différenciation et encore capable de proliférer (Tellez-Gabriel et al.,
2016). Dans ce cas-la, les cellules cancéreuses peuvent court-circuiter le processus de
différentiation pour rester dans leur état de progéniteur: c’est le blocage de la
différenciation. Enfin, certaines cellules cancéreuses déja engagées dans une lignée sont
capables de changer leur phénotype pour rejoindre un programme de différenciation
complétement différent de celui de leur cellule d’origine : c’est la transdifférenciation (le
mécanisme de TEM et TME en est un exemple). Ce détournement des programmes de
différenciation peut ainsi expliquer pourquoi différents types cellulaires cancéreux peuvent
étre détectés au sein d’'un méme cancer. La seconde forme de plasticité cellulaire que
peuvent adopter les cancers est la dormance cancéreuse. Dans sa revue, Hanahan parle de
I'existence de cellules cancéreuses sénescentes mais capables de résister a I'apoptose,

d’induire I'angiogenese, de stimuler I'invasion et la métastase et d’échapper au systeme

19 |



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 1. LE CANCER

immunitaire (Hanahan, 2022). Ces cellules cancéreuses sénescentes peuvent se remettre a
proliférer a tout moment, et seraient donc responsables de la période de dormance
cancéreuse observée notamment entre le traitement d’'une tumeur et sa récidive. La
dormance cancéreuse n’est cependant pas uniquement induite par des cellules en
sénescence, et d’autres mécanismes existent. De fait, a la maniére de la caractéristique
« induction de I'angiogenese » qui fut plus tard généralisée en « induction de l'accés a la
vascularisation », il est possible que cette propriété des cancers intitulée « cellules
sénescentes » s’étende en réalité a toutes les formes de dormance cancéreuse. Cette
dormance cancéreuse est |I'objet du troisieme chapitre de cette introduction (cf. p.55).

Tous les cancers ne présentent pas forcément I'ensemble de ces dix caractéristiques, mais
les formes les plus agressives et les plus résistantes aux thérapies (donc théoriquement les
formes les plus évoluées) ont acquis une majorité de ces propriétés a un moment donné de
leur progression. L’acquisition de ces caractéristiques propres au cancer est facilitée par un
certain nombre d’autres propriétés, telles que l'instabilité du génome qui est propice a
I'apparition de mutations pouvant inactiver des génes suppresseurs de tumeurs et induire
des oncogenes, ou la reprogrammation épigénétique non mutationnelle qui pourrait
favoriser I'hétérogénéité tumorale et les phénomenes de détournement des programmes de
différentiations. Au-dela de ces facteurs intrinséques, le microenvironnement tumoral peut
également encourager [I'acquisition des propriétés inhérentes au cancer. Ce
microenvironnement tumoral est composé de cellules, telles que les cellules immunitaires
(lymphocytes macrophages, cellules dendritiques, etc.) et les cellules stromales (cellules
endothéliales, fibroblastes associés au cancer, etc.). Mais il est également composé
d’éléments non cellulaires, tels que la matrice extracellulaire (MEC) qui est un réseau de
macromolécules (protéoglycanes, collagene, laminine, élastine, fibronectine et enzymes),
d’eau, de cytokines et de facteurs de croissance (Anderson and Simon, 2020). Il a été prouvé
gue ce microenvironnement jouait un réle majeur dans la carcinogenése, la progression
tumorale et la résistance aux traitements. Ainsi, une inflammation pro-tumorale peut
fournir aux cellules cancéreuses des facteurs de croissance et de survie qui encourage la
prolifération cellulaire, des facteurs pro-angiogéniques qui permettent I'induction d’une
vascularisation, et peut également relarguer des dérivés réactifs de I'oxygene (en anglais,
reactiv oxygen species ou ROS) qui sont mutagénes. Enfin, les microbiomes polymorphiques

extra- et intra-tumoraux semblent également pouvoir jouer un réle dans I'acquisition de
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mutations génomiques et I'’échappement a la destruction par le systeme immunitaire, en
particulier dans le contexte du microbiote intestinal (Hanahan, 2022; Nejman et al., 2020).

Le fait que ces caractéristiques propres au cancer n‘ont de cesse de s’étoffer au fil des
décennies souligne bien la complexité associée a la multiplicité de cancers existant. Il n’est
ainsi pas impossible que d’ici une dizaine d’années, ces quatorze hallmarks du cancer ne
soient modifiées pour refléter au mieux I’évolution des connaissances acquises dans le

domaine de l'oncologie.

1.2. Le cancer de l'os
1.2.1. Le tissu osseux sain

Au sein du régne animal, le tissu osseux est un organe retrouvé uniqguement dans le sous-
embranchement des vertébrés. Il constitue une partie du squelette et est notamment
caractérisé par sa rigidité. Cette dureté ne signifie pas pour autant que cet organe est inerte.
En effet, le tissu osseux est remodelé tout au long de la vie d’un adulte et on estime que la
majorité du squelette est renouvelé tous les dix ans (Office of the Surgeon General (US),
2004). De plus, les os servent constamment une variété de fonctions biologiques
essentielles. Ils ont un rdle structurel primordial, puisqu’ils supportent I'organisme en
résistant aux forces mécaniques subies par ce dernier (ex.: la gravité), ils permettent la
motilité en association avec les muscles, et ils assurent une protection physique des organes
plus mous et donc plus fragiles (ex. : les cotes protegent le cceur et les poumons, le crane
protége le cerveau, la colonne vertébrale protége la moelle épiniere). Le tissu osseux rempli
également une fonction de synthese, puisqu’il contient la moelle osseuse qui est le siege de
I’hématopoiese (Office of the Surgeon General (US), 2004). Enfin, les os jouent un role dans
le métabolisme: ils sont le principal réservoir d’'un certain nombre de minéraux (ils
contiennent 99% du calcium, 85% du phosphore et 65% du magnésium de |'organisme
(Shaker and Deftos, 2000)) et ils ont une action endocrine via le relargage du FGF-23 (en
anglais, fibroblast growth factor 23) qui controle la réabsorption du phosphate au niveau des
reins et le relargage de I'ostéocalcine (OCN) qui régule le métabolisme du glucose (N. K. Lee
et al.,, 2007). Ces nombreuses fonctions sont rendues possibles par les composantes

cellulaire et acellulaire de I'os.
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Bien que l'os soit connu pour ses caractéristiques minérales, de nombreuses cellules
essentielles a son homéostasie y résident.

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées formées a partir de la fusion de
cellules mononucléées issues de la différenciation de cellules souches hématopoiétiques
(CSH). Cette ostéoclastogenese est influencée par M-CSF (en anglais, macrophage colony-
stimulating factor) et RANKL (en anglais, receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand)
exprimés par les autres cellules de I’environnement osseux. Les ostéoclastes sont les cellules
responsables de la résorption osseuse. lls existent sous deux états fonctionnels : les phases
mobile et de résorption. Durant la phase mobile, les progéniteurs ostéoclastiques migrent de
la moelle osseuse vers le site a résorber et sont caractérisées par une morphologie aplatie,
ainsi que par la présence d’expansions membranaires. Lorsque les ostéoclastes atteignent la
zone de résorption, ils se polarisent et leur membrane s’organise en quatre domaines
distincts : la bordure en brosse riche en microvillosité, la zone de scellement, la membrane
basolatérale et le domaine de sécrétion. La zone de scellement assure une fixation
hermétique de I'ostéoclaste a I'os et permet de délimiter la zone en cours de résorption. La
bordure en brosse, encerclée par la zone de scellement, est composée de multiples
microvillosités qui augmentent la surface d’échange de 'ostéoclaste avec la surface de l'os.
C’est également par cette bordure en brosse que |'ostéoclaste va sécréter des cations qui
vont acidifier I'espace entre l'ostéoclaste et la surface osseuse, ce qui permettra la
déminéralisation de la partie organique de la matrice osseuse. Dans ce milieu acide, les
ostéoclastes pourront ensuite déverser le contenu enzymatique de leur lysosome qui
finiront de dégrader la fraction organique de I'os (Rousselle and Heymann, 2002). Les
produits de cette dégradation seront internalisés puis éliminés via le domaine de sécrétion
localisé sur le poOle basal de I'ostéoclaste (Florencio-Silva et al., 2015) (Figure 1.1.3A).

Les ostéoblastes sont des cellules de forme plutot cubique qui se trouvent a la surface de
I'os. Histologiquement, ces cellules contiennent un réticulum endoplasmique rugueux et un
appareil de Golgi abondants, ainsi que de nombreuses vésicules de sécrétions — tout cela
étant morphologiquement caractéristique des cellules sécrétrices de protéines. De fait, bien
gue les ostéoblastes ne représentent que 5% de la totalité des cellules composant l'os, ils
sont responsables de la synthése de la substance ostéoide. Composée de collagéne de type |

(COL-I), de protéoglycanes, de polysaccharides et d’autres protéines (OCN, ostéonectine
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(ONN), sialoprotéine osseuse (en anglais, bone sialoprotein ou BSP), ostéopontine (OPN),
etc.), cette substance pré-osseuse — la matrice ostéoide — fait une dizaine de microns
d’épaisseur et est capable de lier les sels de calcium, ce qui aboutit a la matrice calcifiée des
os. Les ostéoblastes sont dérivés des cellules souches mésenchymateuses (CSM), a la suite
de l'activation de facteurs de transcription tels que RUNX2 et Osterix (Nakashima et al.,
2002; Schroeder et al., 2005) et de voies de signalisation impliquant des molécules telles que
BMP, Wnt et FGF (Amarasekara et al.,, 2021). Une fois différencié, 'ostéoblaste a trois
destins possibles : soit il est éliminé par apoptose, soit il s’inactive et devient une cellule

bordante, soit il se différencie de fagon terminale en ostéocyte (Figure 1.1.3B).
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Figure 1.1.3. Différenciation ostéoclastique et ostéoblastique. A] L'ostéoclastogenese débute par
I’engagement d’une cellule souche hématopoiétique dans le lignage ostéoclastique suite a la détection de M-
CSF. Le précurseur ostéoclastique fusionne ensuite pour donner un ostéoclaste en présence de RANKL.
L’ostéoclaste est capable de résorber la matrice osseuse sous-jacente par acidification du milieu et sécrétion
d’enzymes telles que MMP-9 et la cathepsine K. Une fois sa fonction remplie, I'ostéoclaste est éliminé par
apoptose. B] L'ostéoblastogenése commence par 'augmentation de |'expression du facteur de transcription
Runx2, ce qui différencie une cellule souche mésenchymateuse en précurseur ostéoblastique. Puis, I'expression
d’un autre facteur de transcription, Osterix, aboutit a la différenciation en ostéoblaste. Cet ostéoblaste est
capable de produire une matrice pré-osseuse, la substance ostéoide. Lorsque la formation osseuse est finie,
I'ostéoblaste meurt par apoptose, devient une cellule bordante recouvrant la surface osseuse, ou est intégré
dans la matrice osseuse et se différencie de fagon terminale en ostéocyte.

Un ostéoblaste ayant rempli son role ostéogene et n’ayant pas été éliminé par apoptose voit
sa morphologie s’aplatir pour devenir une cellule bordante quiescente. Le role des cellules
bordantes n’est pas aussi clairement établi que les autres cellules composant I'os, mais elles
semblent pouvoir contréler localement le remodelage osseux. Tout d’abord, elles seraient

capables de se dédifférencier pour redevenir des ostéoblastes lorsque ceux-ci sont déplétés
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ou réduits du fait de I'age (Matic et al.,, 2016). Elles pourraient également favoriser la
résorption osseuse en activant la différenciation ostéoclastique et en prédigérant le
collagéne non minéralisé de la substance ostéoide (Everts et al., 2002). Enfin, leur
organisation en tapis recouvrant la surface de l'os leur permettrait de contréler
mécaniquement ce remodelage osseux : les ostéoclastes ne pourraient accéder a la matrice
osseuse qu’apres que les cellules bordantes aient migrées pour former une volte au-dessus
de la zone en remodelage (Hauge et al., 2001). Les cellules bordantes pourraient donc jouer
un réle plus important qu’initialement estimé dans le remodelage osseux, que ce soit au
niveau de la formation ou de la résorption osseuse.

Lorsque les ostéoblastes se retrouvent emprisonnés dans la matrice osseuse calcifiée, ils se
différencient en ostéocytes. Ces ostéocytes sont plus petits que leurs prédécesseurs
ostéoblastiques, ont un ratio noyau/cytoplasme augmenté et présentent des prolongements
cytoplasmiques caractéristiques d’une morphologie dendritique. Le corps des ostéocytes
repose dans une cavité au sein de la matrice osseuse minéralisée appelée ostéoplaste, tandis
gue les prolongements cytoplasmiques cheminent a travers la matrice osseuse au sein de
canaux appelés canalicules. Par le biais de leurs nombreux prolongements cytoplasmiques,
les ostéocytes établissent des contacts avec les autres ostéocytes, ainsi qu’avec les
ostéoblastes, les cellules bordantes et les précurseurs ostéoclastiques. Cette position
centrale des ostéocytes leur octroie le role de chef d’orchestre du remodelage osseux,
notamment par leur capacité a transduire des stimuli mécaniques en signaux chimiques.
Ainsi, il a été mis en évidence que les ostéocytes se trouvant a proximité de zones ayant
subies des micro-fractures entrent en apoptose ce qui agit comme un signal chimiotactique
attirant les ostéoclastes et activant le remodelage (Cardoso et al., 2009). De plus, les
ostéocytes sont capables d’inhiber la prolifération des ostéoblastes et d’augmenter leur
apoptose, ce qui bloque la formation de nouveaux tissus osseux, notamment par le biais de

la sclérostine (Li et al., 2005; van Bezooijen et al., 2007).

En plus de sa composante cellulaire, le tissu osseux comprend une MEC. Bien que sa
composition exacte differe en fonction de I'dge, du sexe et de I'état de santé, on estime

gu’elle est constituée d’une fraction minérale et d’une fraction organique.
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La fraction minérale est formée principalement de dépo6ts de sels de phosphate et de
calcium, organisés en cristaux d’hydroxyapatite (HA) de formule chimique Cas(PO4)3s0OH. On
retrouve également en plus petite quantité du bicarbonate, du citrate, du magnésium, du
potassium ainsi que des ions sodiques. Elle représente 60% de la masse osseuse totale et est
responsable de la dureté de I'os. Du fait de son contenu hautement minéralisé, la fraction
inorganique est le réservoir principal de I'organisme en ions calcium et phosphate entre
autres.

Les 40% restant de la masse osseuse correspondent a la fraction organique. Celle-ci contient
majoritairement des protéines fibrillaires, dont le COL-I est le représentant principal (90%
des fibres). Ces fibres de collagenes assurent l'intégrité structurale des os en servant de
support mécanique et d’échafaudage aux cellules. Bien que présentes en moindre quantité,
les protéines non fibrillaires participent significativement a la fonction biologique de la
matrice osseuse, notamment en contribuant au processus de minéralisation et en contrélant
la différenciation et les fonctions des cellules de 'os. Parmi les protéines non fibrillaires
identifiées dans la matrice osseuse, on retrouve des protéoglycanes riches en petite leucine
(ex.: biglycane, décorine, kératocane, asporine), des protéines contenant de |'acide y-
carboxyglutamique (ex.: OCN, périostine) et des glycoprotéines (ex.: ostéonectine, BSP,
OPN) (Lin et al., 2020). Enfin, de nombreuses cytokines et facteurs de croissance également
impliqués dans la différenciation et la fonction des cellules de I'os sont présents dans cette
fraction organique, tels que le TGF-B (en anglais, tumor growth factor 8), les BMP (en
anglais, bone morphogenetic protein) et le TNF (en anglais, tumor necrosis factor).

La fraction organique est en étroite relation avec la fraction inorganique. En effet, ce sont
sur les fibres de collagénes que se déposent les cristaux d’HA. Cette association permet
d’assurer la résistance et la solidité de I'os par le biais du collagene, et sa rigidité par le biais

des cristaux d’'HA (Nair et al., 2013).
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Le squelette peut adapter sa structure de deux maniéres selon la cause de cette

réorganisation : par modelage ou par remodelage osseux.
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Figure 1.1.4. Modelage osseux. A] Au cours du modelage osseux, I'os est formé par les ostéoblastes sur une
surface osseuse préexistante sans qu’il n'y ait eu de résorption au préalable, ou I'os est détruit par les
ostéoclastes. Les mécanismes de formation et de résorption osseuses se déroulent sur des surfaces différentes
et peuvent intervenir indépendamment I'un de 'autre, ou de maniéere coordonnée. B] Lors de la croissance du
squelette, le modelage osseux permet aux os longs de garder une morphologie correcte. L’action coordonnée
mais séparée spatialement de la formation (+) et de la résorption (-) permet a I'os de croitre de A vers B. La
cavité centrale contenant la moelle osseuse est agrandie par résorption tandis que la formation sur la face
externe de I'os assure le maintien des capacités mécaniques de I'os ce qui permet son élargissement. A
I’extrémité, des mécanismes similaires ont lieu pour permettre I'allongement de I'os.

Le modelage osseux est un processus au cours duquel la résorption et la formation osseuses
se déroulent indépendamment "'une de l'autre et sur des sites différents (cf. Figure 1.1.4A).
Principalement observé lors de la croissance du squelette, le modelage osseux permet par
exemple le maintien de la forme des os lors de leur élongation (cf. Figure 1.1.4B). Ce
mécanisme intervient également dans une moindre mesure chez I'adulte en réponse a un
changement de la charge mécanique subie par le tissu osseux.

Le remodelage osseux, quant a lui, assure le renouvellement des os en couplant la
résorption et la formation osseuse (la premiere précédent la seconde) sur un méme site. Ce
remodelage osseux est un cycle qui se déroule en plusieurs étapes séquentielles (Kenkre and
Bassett, 2018) : I’activation, la résorption, I'inversion, la formation, la minéralisation et la
quiescence (Figure 1.1.5).

La phase d’activation débute avec la détection d’un stimulus, par exemple un impact ayant
endommagé |'os, par les ostéocytes profondément enfouis dans la matrice osseuse. Ces
ostéocytes induisent la sortie de I'état de quiescence du tissu osseux en recrutant des
précurseurs ostéoclastiques a partir de la circulation sanguine et en signalant aux cellules

bordantes localisées a la surface. En réponse, les cellules bordantes se détachent de la
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matrice osseuse pour former une vo(te au-dessus de la zone a remodeler sous laquelle les
précurseurs ostéoclastiques peuvent s’immiscer. Les précurseurs ostéoclastiques fusionnent
ensuite pour devenir un ostéoclaste polynucléé.

La différentiation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures indique le début
de la phase de résorption. Ces ostéoclastes s’attachent fermement a la matrice osseuse et
digerent cette derniére, d’abord en acidifiant le milieu sous-ostéoclastique ce qui permet la
dissolution de la fraction minérale, puis en libérant des enzymes qui vont dégrader le
collagene. Cette phase se conclue par la mort programmée des ostéoclastes.

La phase d’inversion sert de tampon entre la phase de résorption et la phase de formation.
Bien qu’encore peu comprise, il semblerait que cette étape serve a préparer la formation de
la nouvelle matrice osseuse, notamment en lissant la surface récemment résorbée grace a
des cellules de la lignée ostéoblastique (probablement des cellules bordantes et des
précurseurs ostéoblastiques), ce qui va permettre une meilleure adhérence des
ostéoblastes.

Apres différenciation des précurseurs ostéoblastiques en ostéoblastes, la phase de
formation peut commencer. Les ostéoblastes vont déposer la substance ostéoide riche en
collagene a la surface de la surface osseuse résorbée. Puis, les ostéoblastes vont participer
au dépot progressif de cristaux d’HA parmi les fibres de collagene: c’est la phase de
minéralisation.

Enfin, une fois la minéralisation est complétée, les ostéoblastes entrent en apoptose,
deviennent des cellules bordantes recouvrant I'os nouvellement formé ou sont enterrés au
sein de la matrice osseuse. Le tissu osseux peut alors revenir a sa phase de quiescence
initiale.

Ce processus de remodelage osseux est finement régulé afin d’assurer un maintien de
I’'homéostasie osseuse. L’apparition d’'un déséquilibre entre la résorption et la formation

osseuse témoigne d’un trouble, dont le cancer peut étre la cause ou la conséquence.
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Figure 1.1.5. Remodelage osseux. Au cours du remodelage osseux, la résorption et la formation osseuse ont
lieu dans une méme zone restreinte. Ce remodelage osseux se déroule en plusieurs phases séquentielles.
L'initiation du remodelage commence par la phase d’activation, au cours de laquelle des signaux notamment
fournis par les ostéocytes vont recruter des précurseurs ostéoclastiques qui vont s’introduire entre les cellules
bordantes et la surface de la matrice osseuse. Puis, d’autres signaux vont induire la différenciation des
précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes. Ces ostéoclastes vont résorber la matrice osseuse : c’est la phase
de résorption. S’en suit une phase d’inversion ou les ostéoclastes sont éliminés par apoptose et ou des cellules
telles que des cellules bordantes et des précurseurs ostéoblastiques lissent la surface osseuse résorbée. Les
précurseurs ostéoblastiques se différencient ensuite en ostéoblastes matures qui vont produire la substance
ostéoide lors de la phase de formation. Cette matrice ostéoide sera progressivement minéralisée par
I'incorporation d’ions calcium et phosphore sécrétés par les ostéoblastes. Au cours de cette phase de
minéralisation, des ostéoblastes vont pouvoir se retrouver piégés dans la matrice osseuse nouvellement
formée ce qui induit leur différenciation en ostéocyte. Ce remodelage osseux se conclue par un retour a |’état
de quiescence du tissu osseux.

1.2.2. Cancer primaire de l'os : le cas de l'ostéosarcome

L'ostéosarcome d’origine osseuse est un sarcome rare caractérisé par la formation d’'une
matrice ostéoide maligne. Il a une distribution bimodale : on observe un pic chez les moins
de 20 ans et un autre, moins important, chez les plus de 65 ans. Avec une incidence annuelle
de 0,4-0,5 cas par 100 000 enfants, cela en fait 'un des dix cancers pédiatriques les plus
fréquents, et le cancer de I'os le plus commun. Il semble toucher légerement plus les
individus de sexe masculin que féminin (Ottaviani and Jaffe, 2009a).

L'ostéosarcome apparait le plus souvent a proximité de la plague de croissance dans les os
longs des extrémités, tels que le fémur (42%), le tibia (19%) et I’lhumérus (10%), mais peut
aussi toucher la machoire (8%), le pelvis (8%) et dans une moindre mesure les cotes (1,8%)

(Ottaviani and Jaffe, 2009a) (Figure 1.1.6).
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Les propriétés histologiques, radiographiques et cliniques de I'ostéosarcome permettent de
classer cette tumeur osseuse en deux groupes, chacun ayant ses propres sous-types : les
ostéosarcomes centraux (ou intramédullaires) et les ostéosarcomes de surface (ou
juxtacorticaux) (Misaghi et al., 2018). Les caractéristiques et fréquences de chaque type et

sous-types sont décrits dans le Tableau I.1.1.

SITE PRIMAIRE METASTASES RISQUE DE RECIDIVE
(10-30% des patients)
Cancer initial
Cerveau 2% localisé
Machoire
Cote N Poumons 849,
Humérus Foie 3%,
Pelvis
Cancer initial
métastatique
Fémur
Os 22%
90%
Tibia

Figure 1.1.6. Epidémiologie de I'ostéosarcome. Les ostéosarcomes sont plus fréquents au niveau des os longs,
et métastases principalement aux poumons et a I'os. Un patient présentant des métastases synchrones a 9

chances sur 10 de récidiver méme apres avoir répondu aux traitements initiaux.

Au moment du diagnostic, 10 a 30% des patients présentent des métastases dites
synchrones (c’est-a-dire qu’elles se développent en parallele de la tumeur primaire), bien
gue les techniques de détection actuelles puissent en réalité sous-estimer ce taux. C’'est tout
du moins ce que suggere le nombre plus élevé de métastases observé histologiquement
apres résection ou lors d’autopsie de patients par rapport a ce que les techniques d’imagerie
avaient détecté a priori. Cette hypothése est en plus renforcée par les données sur le taux de
survie des patients avant l'introduction de la chimiothérapie adjuvante: seul 20% des
patients traités uniquement par chirurgie survivaient, ce qui sous-entend que les 80%
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Tableau I.1.1. Classification des ostéosarcomes

CHAPITRE 1. LE CANCER

Types Sous-types Fréquence Caractéristiques cliniques et histologiques
Central/Intramédullaire Conventionnel 80% Forme la plus commune de I'ostéosarcome
Subdivisé en fonction de I'aspect des cellules tumorales (ostéoblastique, chondroblastique, fibroblastique ou mixte)
Haut grade
Ostéolytique, ostéoblastique ou les deux
Télangiectasique <4% Caractérisé par des cavités plus ou moins larges (de plusieurs centimetres de diamétre avec un aspect d'éponge)
remplies de sang
Haut grade
Peut causer des fractures
Souvent confondu avec un kyste osseux anévrismal
Bas-grade 1-2% Touche plutot les individus qui sont dans leur troisieme ou quatrieme décennie de vie (trés rare chez les enfants)
Difficile a distinguer de I'ostéosarcome parostéal ou d'autres formes de cancer de I'os bénin, du fait de son caractére
hautement différencié similaire a I'os mature
Bas grade (mais peut se transformer en ostéosarcome conventionnel)
Petite cellule 1-2% Petites cellules a noyau rond et a faible quantité de cytoplasme
Peut étre confondu avec le sarcome d'Ewing (une autre tumeur maligne osseuse)
Surface/juxtacortical Parostéal 4-6% Forme la plus commune des ostéosarcomes de surface
Touche principalement les jeunes adultes et les adultes d'age moyen (pic d'incidence au cours de la trentaine)
Bas grade (peut évoluer vers un sarcome de haut grade tels que d'autres variants d'ostéosarcome)
Masse osseuse dense et lobée
Périosté 2% Touche les adolescent et les jeunes adultes (de plus de 10 ans et de moins de trente ans)
Grade intermédiaire
Essentiellement chondroblastique
Haut grade <1% Ressemble a un ostéosarcome conventionnel hormis pour sa localisation corticale

Haut grade
Peut s'étendre aux tissus mous adjacents
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restant présentaient peut-étre des macro- et micrométastases indétectables au diagnostic
(Odri et al., 2022). Les principaux sites métastatiques sont le poumon (83,8%), I'os (21,9%),
le foie (2,9%) et le cerveau (2,2%). Parmi les patients métastatiques au diagnostic initial, plus
de 80% ne présentent qu’un seul site métastatique, alors que le reste en posséde deux ou
plus (Xu et al., 2022). Les métastases osseuses sont généralement considérées comme un
événement subséquent a une métastase pulmonaire car la majorité des patients avec des
métastases osseuses présente des foyers métastatiques au poumon. Il arrive cependant que
des métastases osseuses apparaissent alors qu’aucune tumeur secondaire non-squelettique
n’ait été détectée. Dans ce cas, on parle de skip métastases. Il s’agit de métastases osseuses
se développant sur le méme os ou sur I'os opposé a I'articulation et qui sont séparées de la
tumeur primaire par du tissu sain. Ces skip métastases peuvent concerner 10% des patients.
Occasionnellement, I'ostéosarcome peut toucher simultanément plusieurs sites osseux sans
qu’il n’y ait d’atteintes viscérales. Ces ostéosarcomes multifocaux concernent moins de 3%
des cas d’ostéosarcome et leur origine est encore débattue (s’agit-il d’'une tumeur primaire
ayant métastasée ou |'apparition d’ostéosarcomes indépendants dans différents sites ?)
(Odri et al., 2022).

Les ostéosarcomes n’ayant pas répondus a un traitement ou ayant ressurgis aprés une
réponse initiale au traitement sont considérés comme réfractaires et récidivants
respectivement. 30% des patients avec une maladie initiale localisée récidivent, contre 90%
pour ceux qui présentaient déja une ou plusieurs métastases avant le début du traitement.
Les récidives locales (au niveau du site primaire de résection) comptent pour 5-10% des
récidives. Les autres sont des métastases métachrones, encore une fois principalement

retrouvées au niveau des poumons (60-80%) (Odri et al., 2022).

L’étiologie de I'ostéosarcome est encore obscure, non seulement par ce que cette maladie
touche principalement une population jeune chez qui le dépistage n’a généralement pas
raison d’étre, mais surtout parce que la soudaineté de I'apparition de ce cancer a entravé la
désignation catégorique d’une cellule d’origine. Bien que des preuves désignent les
précurseurs ostéoblastiques ou les CSM comme étant les progéniteurs de |'ostéosarcome,
I’'hétérogénéité des ostéosarcomes (ostéoblastique, chondroblastique, fibroblastique) font

des CSM les principales suspectes (Mohseny and Hogendoorn, 2011; Xiao et al., 2013). Dans
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ce sens, la surexpression de pro-oncogénes tels que c-myc dans des CSM de souris a entrainé
I'apparition d’une tumeur fortement disséminée dont les cellules produisent une substance
ostéoide caractéristique des ostéosarcomes (Cleton-Jansen, 2022). De maniére plus
spontanée, des CSM de souris longuement cultivées in vitro ont subi une transformation en
sarcome, dont les cellules réinjectées en modéle murin sécrétaient de la substance ostéoide.
Chez I’humain, de rares cas d’ostéosarcome ont été décrits apres que des patients aient recu
une transplantation de MSC. Pour l'un de ces patients, on sait avec certitude que
I'ostéosarcome provient bien des MSC transplantées car les cellules cancéreuses
présentaient une mutation génétique rare présente uniquement chez le donneur (Cleton-
Jansen, 2022).

Le fait que I'ostéosarcome soit une maladie avec des anomalies génétiques complexes et
multiples entrave également la mise en évidence des mutations drivers impliquées dans
I'initiation et I"évolution du cancer (Engert et al., 2017; Smida et al., 2017). La grande
instabilité chromosomique retrouvée chez les ostéosarcomes pourrait résulter du
mécanisme de chromothripsis, impliqué dans les cancers et les maladies congénitales. Ce
phénoméne de chromothripsis (du grec chromo pour chromosome, et thripsis pour briser en
éclat) consiste en un réarrangement massif des chromosomes en un seul évenement, ce qui
expliquerait le caractére catastrophique de l'apparition de I'ostéosarcome plutét que la
transformation progressive par mutations successives observée dans d’autres cancers (Fei et
al., 2022).

Malgré I'absence d’une unique mutation driver, plusieurs génes ont été décrits comme
fréqguemment mutés dans I'ostéosarcome. C’'est le cas notamment de RUNX2, TP53, C-MYC,
RB et des hélicases RECQ (Marinoff et al., 2023). De fait, la préexistence d’'une maladie
génétique héréditaire ou lI'un de ces membres est muté prédispose un individu au
développement de I'ostéosarcome, comme c’est le cas pour le syndrome de Li-Fraumeni
(TP53 muté), le rétinoblastome (RB muté) ou encore le syndrome de Rothmund-Thomson
(RECQ muté) (Fei et al., 2022; Rocca et al., 2022) .

Enfin, des facteurs environnementaux semblent également affecter le risque de développer
un ostéosarcome, en particulier dans le cas des ostéosarcomes dit secondaires (c’est-a-dire
gue le sarcome se développe dans un os anormal) chez les patients plus agés et correspond
au second pic d’incidence de I'ostéosarcome. Ces facteurs de risques incluent notamment

les patients atteints de la maladie de Paget, ceux ayant été soumis a des radiations, des
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agents alkylants, ou ayant subis un traumatisme osseux (fracture, infection) antérieur

(Ottaviani and Jaffe, 2009b).

Le plus souvent, les patients se présentent pour des douleurs osseuses persistantes ou
transitoires, qui augmentent dans le temps et sont présentes méme au repos. Dans certains
cas, la taille importante de la tumeur peut causer un gonflement autour de la zone atteinte.
La douleur et le gonflement peuvent entrainer un boitillement. Plus rarement (en particulier
dans le contexte d’un ostéosarcome télangiectasique), la tumeur maligne peut étre détectée
a la suite d’une fracture soudaine et spontanée résultant de la fragilisation du tissu osseux
par I’expansion du cancer.

Le diagnostic repose sur deux types d’examens : une série d’'imagerie médicale et I'analyse
d’une biopsie. La premiére investigation radiologique passe par une radiographie a rayon X
classique de la zone douloureuse. Si la radiographie ne permet pas de réfuter sans
équivoque le caractere malin de la lésion, une imagerie en trois-dimensions par imagerie par
résonance magnétique (IRM) ou par tomodensitométrie (TDM) est réalisée. La confirmation
du diagnostic nécessite obligatoirement un examen histologique a partir d’une biopsie de la
Iésion suspecte (échantillon obtenu par cytoponction, curetage ou par excision). Une fois la
présence de I'ostéosarcome confirmée, la recherche de métastases est réalisée sur le corps
entier par IRM ou de facon plus localisée par TDM de la poitrine et scintigraphie osseuse
(Strauss et al., 2021).

Le choix des traitements curatifs de |'ostéosarcome dépend du grade et du statut
métastatique ou non de ce dernier. Les stratégies thérapeutiques recommandées par la
Société européenne d’oncologie médicale (ESMO) sont présentées dans la Figure 1.1.7
(Strauss et al., 2021). Conventionnellement, le traitement de |'ostéosarcome implique une
combinaison de chirurgie et de chimiothérapies pré- (néoadjuvantes) et post-opératives
(adjuvantes). Pour les ostéosarcomes de bas grade, la résection a elle seule suffit
généralement. Dans le cas des tumeurs non résécables du fait de leur taille ou de leur

localisation, l'utilisation de la radiothérapie peut étre envisagée.
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Figure I.1.7. Stratégie thérapeutique
générale pour [l'ostéosarcome.
Selon le statut de I'ostéosarcome,
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2021).

La chirurgie a pour but le retrait complet de la tumeur. Si c’est possible, une chirurgie

conservatrice est a préférer, méme si cela pose un certain nombre de défis chez les patients

encore en croissance. En effet, la chirurgie conservatrice implique la reconstruction de la

zone réséquée. Dans 60% des cas, cette zone se trouve au niveau de la jambe et des

problématiques d’inégalité de longueur entre le membre atteint et celui sain peuvent

survenir. En général, une reconstruction par allogreffe est réalisée, sauf si la résection

implique le joint. Dans ce cas-la, une prothése extensive ou une rotationplastie sont

considérées. Si une chirurgie curative est possible mais que la tumeur a envahi les tissus
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mous et neurovasculaires environnants, I'amputation est indiquée. Enfin, certaines
métastases peuvent également étre retirées par chirurgie (Mavrogenis et al., 2022).
Introduite pour la premiere fois au début des années 70 pour ce type de cancer, la
chimiothérapie est depuis la pierre angulaire des traitements actuels des ostéosarcomes de
haut grade. Actuellement, les molécules de chimiothérapies néoadjuvantes et adjuvantes
utilisées dans la grande majorité des schémas thérapeutiques sont au nombre de quatre : la
doxorubicine, la cisplatine, le méthotrexate a forte dose et l'ifosfamide. La plupart des
associations chimiothérapeutiques administrées comprennent deux ou trois de ces
molécules (Mavrogenis et al., 2022). Dans le cas de I'ostéosarcome récidivant (local ou
métastatique) opérable, bien qu’il n’y ait pas de traitement standard, il n’est pas rare
d’utiliser une chimiothérapie de deuxieme ligne impliquant les mémes molécules que
précédemment si le patient avait répondu au traitement initial. Dans le cas des
ostéosarcomes réfractaires, il faut considérer une inclusion dans un essai thérapeutique.
Historiqguement utilisée chez les patients refusant I'amputation, la radiothérapie est
désormais utilisée principalement lorsque la chirurgie ou la résection compléte de la tumeur
ne sont pas possibles, comme les ostéosarcomes du pelvis, de la colonne vertébrale ou de la
téte et du cou. La radiothérapie peut alors permettre un meilleur contréle de la maladie,
bien que son efficacité par rapport a la résection n’ait pu étre clairement mise en évidence a
ce jour (Ollivier et al., 2022).

La survie globale a 5 ans est de 71%, mais elle chute a 30-45% pour les patients présentant
des métastases synchrones (Smeland et al., 2019). Bien que ces chiffres restent somme
toute élevés par rapport a d’autres types de cancer, le fait que ces taux n’aient pas évolué
depuis prés de 40 ans témoigne d’'un besoin drastique de nouvelles avancées
thérapeutiques. Dans ce sens, un certain nombre d’essais cliniques étudient l'intérét
d’agents anti-angiogéniques tels que le regorafenib, le cabozantinib ou le bevasizumab (Blay
et al.,, 2022). Le nombre de candidats médicaments restent cependant faible, et le
développement de nouvelles thérapies est donc primordial, que ce soit pour I'ostéosarcome
ou pour d’autres cancers. Malheureusement, le processus de développement d’un nouveau
médicament est long et colteux, et beaucoup de candidats échouent entre les phases
expérimentales pré-cliniques et cliniques. Pourtant, une partie de ces échecs pourraient
étre prévenus par l'utilisation de modeles pré-cliniques plus pertinents, tels que les modeles

de culture en trois-dimensions.

35 |



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 1. LE CANCER

36| Page



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 2. MODELES 3D APPLIQUES AUX CANCERS

2. MODELES 3D APPLIQUES AUX CANCERS ‘

L'étude des mécanismes impliqués dans l'initiation, la progression et la résistance aux
traitement des cancers passe par l|'utilisation de divers modeéles in vivo et in vitro. Les
modeéles in vivo (ex.: rongeurs, chiens, singes, etc.) se basent sur |"apparition de cancers
spontanés, apres des manipulations génétiques ou apres une exposition a des carcinogenes.
Une autre possibilité est I'induction de cancers par injection des animaux avec des cellules
cancéreuses. L'expérimentation in vivo permet d’étudier le cancer dans un
microenvironnement complexe similaire mais non identique a celui observé chez les
patients. Cependant, l'utilisation de ces modeles a également ses limites: la diversité
génétique et la spécificité immunitaire des espéces entrainent des disparités dans les
résultats obtenus en recherche pré-clinique sur les animaux et en recherche clinique sur les
humains, le cadre éthique stricte complexifie I'implémentation des expériences, et un
personnel qualifié et des infrastructures dédiées sont requis ce qui entraine un co(t
important. Les modeles in vitro impliquent la culture de cellules dérivées d’organismes
multicellulaires dans des contenants en plastique ou en verre. Les cultures in vitro ont
I'avantage d’autoriser un contrble élevé des parameétres d’expérimentation, ce qui permet
des expérimentations hautement répétables, un colt généralement faible, et un large
éventail d’applications. La méthode de culture in vitro la plus utilisée est en deux-dimensions
(2D), c’est-a-dire que les cellules se développent en monocouche adhérente. L'inconvénient
est que les cultures 2D restent des modeles par trop simplifiés qui ne miment pas
I’organisation histologique d’une masse tumorale in vivo. Afin de dépasser ces limites, une
variété de modeéles tri-dimensionnels (3D) ont été développés. lls permettent de modéliser
les interactions cellule-cellule et cellules-microenvironnement en y intégrant des parametres
physicochimiques plus physiologiques (ex. : gradient d’oxygene, de dioxyde de carbone, de
nutriments, mise en place de barriéres tissulaires) et une organisation spatiale plus
biologique. De fait, ces modeles in vitro 3D pourraient permettre de combler le vide entre
les modeles in vivo et in vitro 2D.

Cette partie a pour but de décrire les principaux modeles de cultures 3D actuellement
disponibles pour étudier le développement du cancer et le criblage de candidats

médicaments. Ces modeles sont présentés en regard de leurs valeurs ajoutées et de leurs
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limitations propres. Une attention particuliere quant a l'utilisation des modeles de culture
cellulaire 3D pour étudier I'ostéosarcome a été portée. A noter que cette partie a été
rédigée a partir de deux revues (Jubelin et al., 2022b; Munoz-Garcia et al., 2021) insérées a

la fin du manuscrit (ANNEXE 1 et 2).

2.1. Cultures cellulaires 2D vs. 3D

Les cellules cancéreuses cultivées en 2D ne présentent pas les mémes profils
morphologiques, phénotypiques, de MEC et d’expression de genes et de protéines que celles
cultivées en 3D.

Apres que les premieres cultures de tissus aient été développées par Harrison au début du
20¢ siecle (Harrison, 1910), la culture de cellules de mammiferes se développa rapidement.
La culture cellulaire en 2D produit des résultats reproductibles, est facile a mettre en ceuvre,
peu colteuse, et facile a analyser. Ces qualités en ont fait le modele le plus utilisé pour
étudier la biologie et le cancer en particulier. S’il faut reconnaitre la contribution importante
des modeles 2D dans I'amélioration des connaissances sur le cancer, ils restent cependant
des modeéles simplistes qui ne peuvent représenter la biologie réelle des tumeurs et de leur
microenvironnement.

Toutes les limites associées aux cultures 2D résultent du fait que les cellules croissent en
monocouche adhérente sur une surface plastique, contrairement a I|’organisation 3D
observée in vivo (Figure 1.2.1). De fait, la morphologie est le principal facteur de différence
entre les deux modes de culture. En 2D, les cellules adhérentes s’étirent sur la surface du
support de culture et prennent une morphologie aplatie. Ces cellules ont la capacité de
traduire les forces mécaniques qu’elles subissent en signaux biochimiques via la
mécanotransduction (Ingber, 2006). Ainsi, les cellules peuvent détecter la rigidité de leur
support d’attache (Discher et al., 2005), ce qui entraine une réorganisation du cytosquelette
(Solon et al., 2007), une modification de la prolifération, la mort cellulaire (Nemir and West,
2010), ou encore I'induction d’'un phénotype de dédifférenciation (Parreno et al., 2017).

De plus, I'organisation spatiale de la monocouche limite grandement les interactions cellule-
cellule et empéche la formation d’un gradient de transport. Les cellules cultivées en 2D
disposent d’un acces équitable et sans obstacle aux nutriments présents dans le milieu de

culture. Par conséquent, la réponse aux signaux moléculaires tels que la chimiothérapie est

38 |



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 2. MODELES 3D APPLIQUES AUX CANCERS

tres différente de la situation in vivo. Ce gradient de signalisation est primordial dans
I'initiation de nombreux processus physiologiques et pathologiques (ex.: prolifération,
angiogenése). De méme, la composition spatiale et moléculaire de la MEC produite par les
cellules cancéreuses est fortement affectée par la méthode de culture (Jakubikova et al.,
2016). Or, cette MEC joue un role prépondérant dans la cancérogenése, la progression
tumorale et la migration cellulaire, par le biais de contacts directs ou de la fixation de
facteurs de croissance a leur récepteur présents a la surface des cellules (Senthebane et al.,

2018).

@ Cellule se divisant rapidement
@ Cellule ne se divisant pas ou peu

@ Cellule nécrotique

MEC
Gradient

P : = Interaction cellule-cellule
AE )
0,
3D X Nutriments Déchets

Figure 1.2.1. Organisation spatiale des cultures en 2D vs. 3D. Les cultures en monocouche adhérente (2D)
recoivent la méme quantité de molécules provenant du milieu et ne font des liaisons avec les cellules
adjacentes que sur un unique plan. Les cellules dans les sphéroides s’organisent en couches superposées
(cellules nécrotiques au ceoeur, cellules ne se divisant pas ou peu dans la couche intermédiaire, cellules
proliférant rapidement en périphérie) du fait du gradient de diffusion inhérent a leur structure.

2.1.2. Aller plus loin dans le mimétisme de la maladie : sphéroides et organoides

Parmi les formes que peuvent prendre les cellules cultivées en 3D, on en distingue deux
principales : les organoides et les sphéroides.

Les organoides sont un modeéle de culture 3D trés intéressant pour reproduire la complexité
des tissus. Les organoides sont des cultures organotypiques autoorganisées qui sont issues
de cellules souches embryonnaires (CSE), de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) ou
de cellules souches adultes (CSA) provenant de tissus spécifiques. Les organoides dérivés de
CSE ou de SCPi permettent de reproduire la structure complexe des organes adultes. Ils
peuvent contenir des composés cellulaires mésenchymateux, épithéliaux et méme
endothéliaux (Azar et al., 2021). Malheureusement, ces organoides ont également tendance
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a garder des propriétés foetales et a contenir des cellules étrangéres au tissu mimé (Wu et
al., 2018). Les organoides dérivés de CSA ne sont pas aussi complexes que ceux produits a
partir des CSE ou des SCPi et ils ne peuvent reproduire que des tissus adultes gardant
physiologiquement des propriétés régénératrices. Pour autant, ces organoides dérivés de
CSA ont I'avantage de mimer les tissus adultes a la fois physiologiques et pathologiques (ex. :
tumeurs), la olu les organoides dérivés de CSE et de CSPi sont plus utiles pour étudier
I'organogeneése et les maladies génétiques. L'induction de la formation des sphéroides se fait
de deux manieres : soit en culture submergée (les cellules sont cultivées au sein d’une
matrice, elle-méme recouverte de milieu), soit en culture air-liquide (les cellules sont
cultivées au sein d’'une matrice dont la face supérieure est en contact direct avec I'air alors
qgue la face intérieure repose sur une membrane poreuse permettant la diffusion des
nutriments a partir d’'une chambre inférieure contenant du milieu de culture) (Figure 1.2.2).
La culture air-liquide a I'avantage d’offrir une meilleure oxygénation des organoides que la
culture submergée. Elle permet donc de cultiver des fragments de tissus entiers qui peuvent
contenir des cellules épithéliales et stromales (Ootani et al., 2009). Ces cellules stromales
peuvent ainsi étre suffisantes au maintien et a la survie des organoides, sans que des

facteurs de croissance ou d’autres molécules n’aient besoin d’étre ajoutés au milieu de

culture.
PRODUCTION DE SPHEROIDES TUMORAUX PRODUCTION DE TUMOROIDES
R
— lea® o] —
- . P ® 62 6
Milieu liquide
Culture air-liquide
®
—1—> % %% —
Support 3D
Lignées

cellulaires [, . ] Y} Patients

Culture submergée

Microfluidique

@ Cellule cancéreuse @® Cellule immunitaire
@® Cceur nécrotique =% Fibroblaste associé au cancer
@ Cellule endothéliale —« Matrice extracellulaire

Figure 1.2.2. Sphéroides vs. Organoides. Les sphéroides sont généralement issus de lignées cellulaires et
produits avec des méthodes de culture 3D en milieu liquide, sur support 3D ou par microfluidique. A I'inverse,
les organoides proviennent de patients et sont produits en culture air-liquide ou submergée. Ces modeéles de
culture 3D different par leur composition.

40 |



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 2. MODELES 3D APPLIQUES AUX CANCERS

Les sphéroides sont principalement générés a partir de lignées cellulaires capables de s’auto-
agréger en suspension ou au sein d’'une matrice. Congus par des méthodes de culture en
milieu liquide, sur support de culture (scaffold), au sein de plateforme microfluidique ou par
bio-impression (Figure 1.2.2), ils peuvent étre tres simples a produire et a manipuler, et ils
sont particulierement puissants pour I'étude des micrométastases et des tumeurs
avasculaires (Al-Ramadan et al., 2018; Stohr et al., 2020). Il est possible d’améliorer leur
pertinence en intégrant des cellules du microenvironnement tumoral (ex.: fibroblastes
associés au cancer (FAC), cellules immunitaires, cellules vasculaires, etc.) dans le sphéroide
(Jaganathan et al., 2014; Noel et al., 2017). De plus, contrairement aux organoides, ils sont
adaptés au screening a haut débit. Pour toutes ces raisons, les sphéroides sont le modele 3D
le plus utilisé dans la recherche oncologique depuis leur premiére utilisation en 1970 par

Inch et al. (Inch et al., 1970).

2.1.3. Pourquoi et comment la culture cellulaire 3D peut combler l'écart entre les
études /n vitro et in vivo ?

Une masse tumorale est caractérisée par la coexistence d’une population hétérogéne de
cellules cancéreuses en relation étroite avec la MEC et le reste du microenvironnement
tumoral. Dans ce contexte, les sphéroides et les organoides en tant que culture 3D sont un
outil biologique permettant de répliquer I'hétérogénéité présente dans les tumeurs — au
contraire de ’homogénéité observée avec les cultures 2D. Puisque le gradient de transport
de I'oxygene, des nutriments et ces déchets cellulaires est généralement limité a 150-200
um, les sphéroides et organoides ayant un diameétre supérieur a 500 um présentent une
structure stratifiée avec une population proliférante située en périphérie et un coeur
composé de cellules non-proliférantes et nécrotiques (Curcio et al., 2007). Cette organisation
sphérique, tres similaire a ce qui est observable in vivo au niveau des tumeurs avasculaires,
joue un roéle dans la sensibilité aux traitements. De plus, les cultures 3D reproduisent au
moins partiellement le microenvironnement tumoral en restaurant les interactions cellules-
cellules et cellules-MEC (Lovitt et al., 2018; Nakamura et al., 2003). Enfin, plusieurs études
montrent que les cultures 3D, et en particulier les organoides, sont fideles a la tumeur
d’origine, que ce soit au niveau de leur expression génique et protéique, ou de leur réponse
aux traitements (Broutier et al., 2017; Ganesh et al., 2019; Naruse et al., 2021; Pasch et al.,

2019; Weeber et al., 2015).
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Pour toutes ces raisons, les cultures 3D contribuent grandement a améliorer la
compréhension de divers aspects biologiques du cancer, tels que la progression tumorale
(Palikuqgi et al., 2020; Roulis et al., 2020; Wisdom et al., 2018), le microenvironnement
tumoral, I'expression génique et protéique (Bingel et al., 2017; Zschenker et al., 2012), les
voies de signalisation pro-oncogéniques (Elia et al., 2017; Thippabhotla et al., 2019), et la
résistance aux traitements (Imamura et al., 2015; Ong et al., 2010; Rohwer and Cramer,
2011). Les cultures 3D semblent également étre une plateforme prometteuse pour le
développement et le criblage de molécules thérapeutiques, dont les immunothérapies

(Dijkstra et al., 2018; Ganesh et al., 2019; Jacob et al., 2020).

2.2. Les types de modeles cellulaires 3D et leurs applications en
oncologie

2.2.1. Modeles de culture 3D en milieu liquide

La principale caractéristique des systémes de culture 3D en milieu liquide est que
I'adhérence des cellules a un substrat est restreinte par le recouvrement du récipient de
culture avec un produit anti-adhérence, l'utilisation de la gravité, ou par la création de
mouvements de fluide empéchant les cellules de se déposer au fond du récipient de culture.
Dans ces conditions, l'interaction cellule-cellule est privilégiée, et les cellules peuvent
théoriquement s’agréger. De fait, les modeles de culture 3D en milieu liquide sont
principalement utilisés pour générer des sphéroides, dont la morphologie reproduit les
gradients physicochimiques observés dans les tumeurs solides. De plus, a la maniere des
cellules souches saines, les cellules souches cancéreuses (CSC) peuvent étre identifiées et
enrichies en utilisant I'essai de formation de spheres, qui implique des méthodes de culture
3D en milieu liquide (Ma et al., 2019). Les modéles de culture 3D en milieu liquide sont pour
la majorité faciles d’utilisation, peu chers et facilement implémentables pour du criblage
haut débit. De plus, les sphéroides générés dans un environnement liquide sont exposés a
des conditions similaires (le milieu de culture a une densité d’environ 1 g/cm? et une
viscosité de 0.7-1 mPa.s) que le compartiment sanguin (une densité de 1,0-1,1 g/cm3 et une
viscosité de 3,5-5,5 mPa.s) (Frohlich et al., 2013; Kenner, 1989; Nader et al., 2019; Poon,
2020).
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Figure 1.2.3. Culture 3D en milieu liquide. (A) Liquid Overlay Technique. (B) Hanging Drop. (C) Culture par
agitation. (D) Lévitation magnétique.

2.2.1.1. La culture en submersion liquide ou liquid overlay technique

La culture en submersion liquide ou liquid overlay technique (LOT) en anglais est la méthode
la plus simple pour produire des sphéroides. Les cellules sont ensemencées sur une surface
non adhérente, ce qui encourage l'adhérence cellule-cellule, amenant a la formation
spontanée de sphéroides (Figure 1.2.3A). Pour créer ces conditions de non-adhérence, le
récipient de culture est recouvert avec des produits tels que de I'agarose ou du poly-
hydroxyméthyle méthacrylate (Carlsson and Yuhas, 1984; Friedrich et al., 2009; Ivascu and
Kubbies, 2006; Xiang et al., 2011).
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La culture en LOT ne nécessite aucun équipement spécialisé et est facilement
implémentable. Pour autant, toutes les cellules ne sont pas capables de former
spontanément des sphéroides lorsque cultivées en conditions non-adhérentes (Froehlich et
al., 2016). Des ajustements peuvent donc étre nécessaires afin de promouvoir la formation
des sphéroides, notamment en ajoutant des éléments de la MEC au milieu de culture
(Dubois et al., 2017), en enduisant le récipient de culture avec des matériaux bioactifs (ex. :
acide hyaluronique, laminine, poly-D-lysine) (Carvalho et al., 2017; Kano et al., 2003; G. Y.
Lee et al., 2007) ou en utilisant des milieux de culture complétés avec des facteurs de
croissance et des cytokines (Fleurence et al., 2016; Frgen et al., 2011; Maliszewska-
Olejniczak et al., 2018).

La principale limite de la culture en LOT est la variabilité en termes de taille et de
morphologie des sphéroides générés. Une modulation de Ila concentration
d’ensemencement ou I'utilisation de plaques a fond arrondi ou microstructurées peut étre

nécessaire afin d’obtenir des sphéroides homogenes.

La culture en goutte pendante ou hanging drop (HD) en anglais se base sur la gravité pour
former les sphéroides et fut utilisée en particulier pour la différentiation de CSE en corps
embryonnaires (Wang and Yang, 2008). Une suspension cellulaire dans un volume inférieur a
30 L est déposée sur la surface d’'une boite de pétri non-traitée pour la culture
(généralement le couvercle), qui est ensuite inversée. La goutte ne se répandra pas sur la
surface du fait de la gravité et de la tension superficielle, ce qui permet la formation d’un
sphéroide dans le bas de la goutte (Figure 1.2.3B). Il est possible d’améliorer la formation des
sphéroides en ajoutant des additifs comme de la méthylcellulose ou du collagene (Leung et
al., 2015).

La culture en HD a notamment I'avantage d’étre facilement implémentable puisqu’elle ne
requiert pas de matériel de culture colteux. Elle promeut également les contacts cellules-
cellules méme lorsque le nombre de cellules est faible. Utilisée dés 1910 par R. Harrison
pour la culture de cellules neuronales (Harrison, 1910), cette méthode de culture 3D a été
depuis largement utilisée dans le contexte de l'oncologie et est par conséquent bien
documentée pour de multiples types de cancer, dont le cancer du sein (Froehlich et al.,

2016; Raghavan et al., 2016a), de la prostate (Eder and Eder, 2017) ou encore des ovaires
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(Létourneau et al.,, 2012). Dans le contexte du cancer des ovaires, les cultures en milieu
liqguide sont particulierement pertinentes, puisque les cellules cancéreuses ovariennes
métastases régulierement en agrégats multicellulaires au sein d’ascite présent dans la cavité
abdominale. En utilisant la culture en HD pour générer des sphéroides de cancer des ovaires,
Al Habyan et al. ont montré que les cellules pouvaient se détacher spontanément de la
tumeur primaire de fagon groupée, et que ces agrégats étaient moins sensibles a I'apoptose.
Des résultats similaires ont pu étre obtenus in vivo (Al Habyan et al., 2018).

En parallele, la technique a également évolué et des plateformes de HD ont été développées
pour permettre la culture de sphéroides a haut débit (Tung et al., 2011). Pour autant, cette
méthode a certains inconvénients. Bien que la culture en HD permette un meilleur controle
de la formation des sphéroides que les autres méthodes du fait du faible volume de culture,
il peut étre difficile de changer le milieu ou d’ajouter des traitements sur des temps de
culture long. De fait, les sphéroides générés en culture HD sont souvent transférés dans des
récipients de culture plus facilement manipulables, tel que des plaques de culture a puits

multiples.

Une autre méthode de production de sphéroides consiste a cultiver les cellules dans un
environnement liquide en agitation constante, ce qui empéche I'adhérence des cellules aux
parois du récipient de culture et augmente le nombre de collision entre les cellules. Dans ces
conditions, les cellules ont tendance a s’agréger spontanément en sphéroide. Afin de créer
ce mouvement, soit le liquide est constamment mélangé, soit le récipient de culture est
agité.

Les fioles rotatives (en anglais, spinner flask) sont des flacons de culture a trois encolures qui
peuvent contenir un volume de plusieurs centaines de millilitres. Les échanges gazeux sont
rendus possibles par le biais des deux bras avec des bouchons a filtre. Le mouvement de
fluide est produit par un rotor relié a une barre magnétique (Figure 1.2.3C gauche). Le
principal probléme avec les fioles rotatives est la fortes contrainte de cisaillement induite
par les mouvements de fluide, ce qui peut limiter la croissance de certains types cellulaires.
L'agitation du récipient de culture permet également de produire du mouvement de liquide.
La facon la plus simple de faire est d’utiliser un agitateur orbital qui assurera une agitation

giratoire (Figure 1.2.3C centre). De la méme maniére qu’avec les fioles rotatives, les
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mouvements de fluide induisent une contrainte de cisaillement. Dans certains cas
cependant, cette contrainte peut étre représentative d’'un phénomene biologique. Ainsi, le
mouvement giratoire produit par I'agitateur orbital peut permettre de mimer les contraintes
de cisaillement que subissent des sphéroides ovariens lors du processus de métastase
transcoelomique (Masiello et al., 2018).

Le RCCS (en anglais, rotary cell culture system) a été congu dans les années 90 par la NASA
pour étudier le comportement des cellules dans un environnement en microgravité. Le
bioréacteur rotatif est constitué d’un récipient cylindrique qui tourne doucement autour
d’un axe horizontal, ce qui soumet les cellules qu’il contient a une chute libre continue. Dans
ces conditions, les cellules sont maintenues en suspension et peuvent s’agréger en
sphéroides (Figure 1.2.3C droite). Contrairement aux deux méthodes précédentes, le RCCS a
I'avantage de ne produire que trés peu de force de cisaillement. Bien qu’utilisé pour décrire
la croissance de diverses tumeurs humaines (ex. : gliome, prostate, urinaire, vessie, sein,
métastase au cerveau) (Ingram et al., 1997), ce modele de microgravité doit é&tre employé
avec précaution car les propriétés physiques induites par celui-ci sont rarement
transposables chez I’humain.

Le principal avantage des méthodes de culture par agitation est qu’elles permettent de
produire un tres large nombre de sphéroides de grandes tailles (Zanoni et al., 2016), du fait
des mouvements de fluide qui participent a I'oxygénation, a la distribution de nutriments et
a l"élimination des déchets. Ces modeéles présentent aussi la limite de produire des
sphéroides de tailles et de morphologies trés différentes. De plus, il est impossible de suivre

en temps-réel la formation des sphéres a cause du mouvement constant.

La méthode de culture 3D impliquant l'utilisation de la lévitation magnétiques a été
développée en 2010 (Souza et al.,, 2010) et se base sur l'action de nanoparticules
magnétiques biocompatibles pour assembler les cellules en sphéroides. Les cellules sont
incubées avec les nanoparticules ferreuses qu’elles vont assimiler. Une courte exposition a
un champ magnétique par le biais d’'un aimant promeut I'agrégation des cellules et Ila
formation de sphéroides, ce qui favorise les interaction cellules-cellules et la synthése de
MEC (Figure 1.2.3D). Ceci est généralement réalisé dans des plaques de culture a puits

multiples, ce qui permet la synthése d’un sphéroide par puits.
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Cette technique a I'avantage de faciliter une agrégation cellulaire rapide et douce qui ne
nécessite pas de substrat additionnel, de milieu spécialisé ou d’équipement particulier en
dehors des aimants et des nanoparticules ferreuses. De plus, la lévitation magnétique est
théoriquement adaptée a tout type de cellule. Des cocultures peuvent étre réalisées en
agrégeant de multiples types cellulaires en sphéroide (Jaganathan et al., 2014; Noel et al.,
2017). Il est méme possible de controler jusqu’a un certain point I'organisation des cellules a
I'intérieure des sphéroides en ajoutant chaque type cellulaire a différents temps lors de
I’'assemblement magnétique. Ainsi, le premier type cellulaire subira I'action magnétique de
I'aimant et s’agrégera. Puis, le second type cellulaire est ajouté, et les cellules s’agrégent
autour de la couche de cellules précédente et ainsi de suite, ce qui créé un sphéroide a
plusieurs strates (Jaganathan et al., 2014; Noel et al., 2017). Chaque chaque sphéroide étant
cultivé dans un puits unique et subissant le méme champ magnétique que les autres
sphéroides assure une expérience hautement reproductible. Enfin, cette méthode de culture
3D est adaptée au criblage a haut débit. Pour autant, la lévitation magnétique a certains
désavantages. Bien qu’il ait été mis en évidence que les nanoparticules magnétiques n’ont
pas un impact direct sur le comportement cellulaire (Guo et al., 2014; Souza et al., 2010), un
champ magnétique de plus de 30 mT affecte I'angiogenése (Wang et al., 2009), la croissance
des sphéroides tumoraux (Zablotskii et al., 2016) et la migration cellulaire (Hashimoto et al.,
2007). De plus, les nanoparticules magnétiques colorent les cellules en marron du fait des
oxydes de fers qu’elles contiennent. Ceci peut géner les essais impliqguant des réactifs
colorimétrigques qui forment des produits marrons tel que le 3,3’-Diaminobensidine ou I'o-

phenylenediamine.

2.2.2. Modeles de culture 3D sur support (en anglais, scaffold)

Les modeles de culture 3D sur support agissent comme un substrat sur lequel les cellules
peuvent s’accrocher et croitre, et reproduisent donc partiellement la MEC. La porosité, la
solubilité, la souplesse et la composition du support impactent la réponse cellulaire (Rao et
al., 2013). Par conséquent, le choix du biomatériau utilisé dépendra de |'origine et du niveau
d’avancement du cancer, des cellules présentes dans le microenvironnement tumoral et des
recherches a réaliser. En effet, des compositions différentes de la MEC ont pu étre observées
a différents stades du cancer (Li et al., 2020) mais également entre les tissus sains, les
tumeurs primaires et les tissus métastatiques (Naba et al., 2014).
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Afin de répondre a la multiplicité des MEC observées in vivo, divers supports d’origine

naturelle ou synthétique ont été développés (Tableau 1.2.1).

Les supports naturels incluent des biomatériaux composés de protéines, de polysaccharides
ou encore d’'une MEC décellularisée.

Le collagéne et ses dérivés (gélatine et gélatine méthacryloyle) permettent la production de
supports composés de protéines. Le collagene est la principale protéine fibrillaire de la MEC
dans les tissus conjonctifs et représente un tiers de la totalité des protéines de I'organisme
(Shoulders and Raines, 2009). Les supports a base de collagéne ont été utilisés pour la
culture 3D de différents cancers tels que des cancers du sein (Szot et al., 2011), des ovaires
(Zheng et al., 2015), du pancréas (Dangi-Garimella et al., 2013), de la téte du cou (Ayuso et
al., 2019) ou encore du foie (Yip and Cho, 2013). Le Matrigel™ est un mélange de protéines
de la membrane basale, de facteurs de croissance et de cytokines qui est sécrété par les
cellules sarcomateuses des souris Engelberth-Holm-Swarm. Les principales protéines qui le
compose sont la laminine, le collagene de type IV, le sulfate d’héparane et I’entactine
(Kleinman and Martin, 2005). Du fait de son origine maligne, le Matrigel™ a été largement
utilisé pour étudier l'invasion cellulaire et les métastases, les CSC (Benton et al., 2014),
I'interaction des différents composants cellulaire du microenvironnement tumoral avec les
cellules cancéreuses (Zhang et al., 2020) ainsi que le réle de la MEC sur la résistance aux
traitements (Lovitt et al., 2018). Enfin, le Matrigel™ est la matrice la plus utilisée pour
soutenir la croissance d’organoides (Boj et al., 2015; Jiang et al., 2020; Seppala et al., 2020).
Les polymeres naturels peuvent également se composer de polysaccharides. Les
glycosaminoglycanes (GAG) sont des polysaccharides linéaires capables de s’attacher de
facon covalente aux protéines de la MEC ou a d’autres GAG, et ils jouent un role essentiel
dans la stabilisation de la MEC. Leur structure (longueur de chaine et motif de sulfatation)
diverge entre les tissus sains et pathologiques, mais également entre les tumeurs primaires
et les métastases (Weyers et al., 2012). Les supports a base d’acide hyaluronique font partie
des matrices les plus utilisées en recherche oncologique. Elles ont été utilisées pour
I’établissement de modeles 3D (Campbell et al., 2011; Xiao et al., 2018; Xu et al., 2012), pour
I’étude du comportement cellulaire en réponse a des modifications de I'environnement

(Gurski et al.,, 2012; H.-Y. Liu et al.,, 2018; Shen et al.,, 2014) ou pour du criblage
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Tableau I.2.1. Liste des polymeéres naturels et synthétiques utilisés pour la production des supports de culture 3D

Type de polymére

Sous-type de polymére

Avantages (+)/désavantages (-)

Support de culture 3D naturel

Protéique

Polysaccharide

MEC décellularisée

Collagene
Elastine
Fibronectine
Fibrine

Gélatine
Fibroine de soie

Glycosaminoglycane (acide
sulfate de condroitine)
Alginate

Chitosan

hyaluronique,

+ Biocompatibilité
+ Bio-activité inhérente

- Structure complexe

- Difficulté a controlé la rigidité, la dégradabilité et la bio-activité
- Variabilité inter-lot

- Approches techniques assez colteuses

Support de culture 3D synthétique

PEG
pHEMA

PVA
SAP

Polyester
aliphatique

RADA16-I (Puramatrix®)
Fmoc (Biogelx®)

H9e

FEFK

MAX1

PCL
PGA
PLA
PLGA

+ Structure bien définie
+ Tres reproductible
+ Possibilité de moduler les propriétés biochimiques et biophysiques

- Pas de bio-activité inhérente
- Nécessite une fonctionnalisation pour permettre I'adhérence cellulaire
- Plus faible biocompatibilité que les supports de culture 3D naturels.

MEC : Matrice extracellulaire ; PEG: poly(ethylene) glycol; pHEMA: poly(2-hydroxyethyl methacrylate); PVA: poly(vinyl alcohol); SAP: Self-
Assembling peptides; PCL: polycaprolactone; PGA: poly(glycolic acid); PLA: poly(lactic acid); PLGA: poly(lactic-co-glycolic acid).
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haut débit (Gurski et al., 2009; Tang et al., 2017). L’alginate et le chitosane sont également
des polysaccharides qui sont retrouvés respectivement dans la membrane cellulaire des
algues marrons et I'exosquelette des arthropodes. Plusieurs de ces biomatériaux peuvent
également étre associés ensembles pour former des composites (C. Liu et al., 2018; Rao et
al., 2013).

Malgré cela, il peut s’avérer compliqué de reproduire le microenvironnement retrouvé in
vivo a partir de plusieurs polymeéres au sein d’un unique support de culture. Les tissus
décellularisés sont une bonne alternative pour produire des MEC similaires au tissu initial.
Lors de ce processus, toutes les cellules sont retirées du tissu et seule la MEC et son
organisation sont maintenues. La décellularisation est réalisée par des méthodes physiques
(ex.: température, électroporation, pression hydrostatique), chimiques (ex.: tensioactifs
ioniques et non ioniques, acides et bases) et enzymatiques (ex. : trypsine, nucléase, dispase)
(Gilpin and Yang, 2017). Ces tissus décellularisés ont permis de mettre en évidence le role de
la MEC dans la polarisation des macrophages ou encore dans la résistance aux traitements
(Hoshiba and Tanaka, 2016; Pinto et al., 2017).

Comme tous ces supports viennent de sources naturelles, les variations inter-lots posent
problemes. De plus, certains polymeéres peuvent étre difficiles a extraire en grande quantité
(ex. : collagéne). Enfin, leur structure est complexe, pas toujours bien définie et peut amener
a des propriétés non reproductibles entre différents lots de matrice. De fait, les scientifiques
ont développé des supports synthétiques afin de réduire le co(t de production et de limiter

les variabilités inter-matrices.

A l'inverse des biopolyméres d’origine naturelle, la composition chimique des supports
synthétiques est completement controlée. |l est possible d’affiner leur propriétés
biochimiques et mécaniques (ex. : rigidité, biodégradabilité, bio-activité) et ces supports sont
hautement reproductibles.

Le polyéthyléne glycol (PEG) est un polymeére synthétique qui enfle pour former un hydrogel
en quelgues minutes lorsque exposé a une solution aqueuse. Lincorporation de
fonctionnalités biologiques et biochimiques dans le squelette du PEG permet d’en étudier

directement I'impact sur les cellules cancéreuses (Zhu, 2010), notamment au niveau de la
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morphologie et de leur expression génique et protéique (Sieh et al., 2012) ainsi qu’au niveau
de la capacité de prolifération (Pradhan and Slater, 2019) de ces cellules.

Les polyesters aliphatiques tels que le polycaprolactone (PCL), I'acide polyglycolique (PGA),
I'acide polylactique (PLA) ou l'acide polylactique-coglycolique (PLGA) sont d’autres
matériaux synthétigues communément utilisés pour former des supports de culture 3D.
Comme c’était le cas pour le PEG, les polyesters ont une biocompatibilité et une capacité
d’ajustement élevées. Ces polyesters different par leur hydrophobie, ce qui influe sur leur
dégradabilité : plus le polymere est hydrophobe, moins il sera dégradable. Ces polyesters
peuvent donc étre classés du plus lent au plus rapide a étre dégradé : PCL<PLA<PLGA<PGA
(Gopferich, 1996). Bien que n’étant pas composé de molécules biologiques, la culture de
cellules du microenvironnement tumoral au sein de ces supports synthétiques peut
permettre le dépot de MEC par les cellules sécrétrices (Nayak et al., 2019).

Les peptides auto-assemblables (SAP) sont des petites molécules qui s’organisent
spontanément en structures supramoléculaires nanofibrillaires lorsque soumises a un
changement de pH, de température ou a un traitement enzymatique (Lee et al., 2019;
Zhang, 2003). Les SAP ont été utilisés comme transporteurs de molécules pour
I’administration de traitements (Ashworth et al., 2020; Liu et al., 2011). lIs sont hautement
biocompatibles, facilement ajustable et offre un réseau fibreux organisé similaire a la MEC
(Mi et al., 2009; Worthington et al., 2015). De plus, leur faible longueur (<20 acides aminés)
rend leur synthése rapide, facile et peu colteuse. Parmi la variété de SAP existant, RADA16
est celui le plus communément utilisé et est disponible dans le commerce sous le nom
PuraMatrix®. Des cancers comme |'adénocarcinome ductulaire du pancréas (Betriu and
Semino, 2018), le carcinome mammaire (Zhang et al., 2020), le carcinome hépatocellulaire
(Xu et al., 2012) et la leucémie (Song et al., 2015) ont été cultivés dans un support a base de
RADA1SG.

Enfin, ces polymeres synthétiques peuvent étre hybridés avec des polyméres naturels pour

améliorer leur biocompatibilité (Beck et al., 2013; Liang et al., 2011; Tsao et al., 2014).
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2.2.3. Modeles émergeants de culture cellulaire 3D

Les plateformes microfluidiques se basent sur la manipulation de fluides dans des petits
volumes et espaces (de I'ordre du micro) au sein d’un réseau de canaux. Cette dimension
réduite induit un écoulement reproductible et laminaire qui facilite la formation de
sphéroides homogenes (Wu et al., 2008). Dans le domaine de I'oncologie, ces plateformes
microfluidiques ont été utilisées pour séparer et isoler les cellules cancéreuses telles que les
CTC a partir du sang (Tellez-Gabriel et al., 2018). Leur utilisation a été par la suite étendue a
la culture cellulaire en 2D et en 3D. Les plateformes microfluidiques peuvent prendre des
formes différentes, incorporer des supports de culture diverses et étre produites a partir de
matériaux variés. Ce grand panel de plateformes répond aux besoins de mimer au mieux les
différents microenvironnements tumoraux et mécanismes cancéreux. Ainsi, des modeles de
culture 3D en plateforme microfluidique ont été notamment développés pour étudier la
migration cellulaire dans le processus métastatique (Jeon et al.,, 2015), I'angiogenese
cancéreuse (Miller et al., 2018) ou encore pour le criblage haut débit (Schuster et al., 2020),

dont des exemples sont présentés dans la Figure 1.2.4.

« Figure 1.2.4. Exemple de modéle de culture 3D en plateforme microfluidique. Les plateformes
microfluidiques peuvent prendre différentes formes afin de mimer la grande variété de cancer et les multiples
mécanismes qui les régissent. A] Cette plateforme microfluidique permet d’étudie la migration et
I’extravasation des cellules cancéreuses et le role joué par le microenvironnement tumoral. Une plateforme
microfluidique contenant une chambre centrale est remplie d’une matrice gélifiée contenant des cellules
endothéliales capables de s’organiser en réseaux vasculaires perfusable grace au milieu apporté par les deux
canaux latéraux. La chambre centrale vascularisée peut également contenir d’autres types cellulaires afin de
mimer des microenvironnement différents (des CSM engagées dans la lignée myoblastique ou ostéoblastique
pour mimer le tissu musculaire ou osseux respectivement). Des cellules cancéreuses ayant un tropisme pour
I’os vont donc plus s’extravaser vers le tissu mimant I'os que les autres types d’environnement. B] Cette autre
plateforme permet de mimer le role des cellules cancéreuses dans I'induction de I'angiogenése. Des agrégats
de cellule peuvent étre enrobés dans une matrice au sein d’un systéme de micro-canaux synthétiques. La
présence d’une tige traversant de part en part ce systéeme pendant la polymérisation du gel permet de créer un
pseudo canal lors de son retrait. Des cellules endothéliales peuvent alors étre perfusées dans ce canal. L’arrét
temporaire du flux leur permet d’adhérer et d’ainsi créer un vaisseau perfusable. Grace a ce modéle, une
augmentation des bourgeonnements angiogéniques a partir du vaisseau central peut étre observée lorsque la
matrice contient des cellules cancéreuses. C] Les plateforme microfluidiques sont également une vraie plus-
value dans le contexte de I'automatisation du criblage de molécules. Cette plateforme microfluidique permet
ainsi d’étudier I'impact de différents traitements sur 200 échantillons (seuls 100 représentés sur le schéma)
divisés en 20 unités contenant 10 puits chacune. Chaque puit peut ainsi accueillir 1 sphéroide, et chaque unité
un type de traitement. La présence de valve dont I'ouverture et la fermeture peuvent étre controlées par
ordinateur permet une automatisation du processus.
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Le PDMS est le matériau le plus utilisé pour la biofabrication des plateformes de
microfluidiques du fait de sa biocompatibilité, de sa facilit¢ a étre modelé et de sa
transparence qui facilite la microscopie. De plus, ce composé est perméable aux gaz ce qui
assure une oxygénation suffisante des fluides et des cellules cultivées a I'intérieure de la
plateforme de microfluidique. Le PDMS a cependant le désavantage d’étre perméable a
I’évaporation de I'eau ce qui peut aboutir au dessechement des échantillons. La porosité du
matériau est également responsable de I'absorption d’un grand nombre de cytokines et de
molécule de signalisation ce qui peut entrainer des résultats biaisés (Berthier et al., 2012).
Afin de dépasser ces limites, d’autres matériaux ont été utilisés pour la fabrication des
plateformes microfluidiques tels que du polystyréne (Ko et al., 2019).

Les plateformes microfluidiques vont plus loin dans I'imitation des tumeurs que les modeles
3D présentés précédemment, mais elles nécessitent des collaborations interdisciplinaires

(physique, biochimie, ingénierie, biologie) et des matériaux et équipements couteux.

La bio-impression 3D est une approche innovante basée sur un processus de fabrication
additif automatique qui offre le potentiel d’assembler des structures similaires aux tissus en
contrélant le positionnement des cellules, tissus et biomatériaux. De fait, la bio-impression
3D permet la formation d’architectures et de propriétés complexes participant a la fonction
du tissu et pourrait donc étre un tremplin pour une forme avancée de médecine
personnalisée. Les travaux de Heinrich et al. illustrent parfaitement ces propos: Ila
construction d’un « mini-cerveau » contenant différents types cellulaires leur a permis
d’étudier spécifiquement l'interaction des cellules entres elles et I'impact de molécules de
chimiothérapie sur cette méme interaction (Heinrich et al., 2019). Les biomatériaux a base
d’hydrogel utilisés pour la bio-impression sont appelés bio-encres. Ces bio-encres doivent
posséder des propriétés viscoélastiques adaptées a un dépbt feuillet aprés feuillet, afin de
garantir une impression fidele des constructions 3D. En fonction du biomatériau présent
dans la bio-encre, les structures 3D bio-imprimées peuvent étre solidifiées par action
physique (température ou lumiere), enzymatique ou chimique (pH ou ions) (Kim et al., 2018;
Petta et al., 2018; Rutz et al., 2015). Les bio-imprimantes se différencient par leurs modalités
d’impression et peuvent donc étre classées en quatre catégories : la bio-impression a jet

d’encre, la bio-impression par micro-extrusion, la bio-impression assistée par laser et la bio-
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impression par stéréolithographie. Ces modalités de bio-impression (Figure 1.2.5) utilisent

des stratégies différentes avec leurs avantages et inconvénients (Tableau 1.2.2).
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Figure 1.2.5. Méthodes de bio-impression 3D. Il existe quatre formes de bio-impression 3D, qui different par
leur modalité. (A) L'impression a jet d’encre utilise la température ou un courant électrique pour éjecter au
goutte a goutte la bio-encre chargée en cellule. (B) La microextrusion utilise la force physique pour extraire la
bio-encre en continu. (C) Le bio-impression assistée par laser utilise un ruban dit d’impression composé d’une
couche transparente laissant passer la lumiere d’un laser, d’une couche métallique emmagasinant I'énergie du
laser sous forme de chaleur et d’'une couche de bio-encre contenant les cellules. La bio-encre est imprimé
goutte par goutte et suit le tracé du laser. (D) La stéréolithographie utilise également un laser pour polymériser
une bio-encre contenue au sein d’une cuve.

2.2.4. Etudier lostéosarcome en 3D

La complexité de la structure osseuse et du microenvironnement tumoral implique que les
cultures 2D ont une organisation tres différente des tissus tumoraux naturels, et ne sont
donc pas toujours adaptées a I'étude de certains aspects de I'ostéosarcome. De fait, a
I'image de ce que y est observé pour d’autres cancers moins rares, le nombre d’étude
utilisant des modeles 3D pour investiguer cette tumeur osseuse primaire augmente chaque

année.
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Tableau 1.2.2. Types de bio-impression, mécanismes, avantages et désavantages

CHAPITRE 2. MODELES 3D APPLIQUES AUX CANCERS

Type Sous-type Avantages (+)/Désavantages (-)

ClJ : se base sur le phénoméne d’instabilité du Plateau-Rayleigh pour surpasser la force de | + Grande vitesse
tension de la bio-encre a I'extrémité de I'aiguille d’impression ce qui permet une impression au | + Faible colt

()

S

e | goutte a goutte. + Haute viabilité cellulaire

Q

o

=)

-% DOD : se base sur la génération de gouttes par un stimulus thermique ou piézoelectrique pour | - Nécessite un équipement spécifique

§ éjecter sur demande la bio-encre goutte a goutte. Dans le cas du stimulus thermique, un | - Densité faible de cellules bio-imprimables

[}

"

g activateur localisé au sein du bec de la seringue va chauffer trés rapidement, générant une bulle | - Bio-encre a viscosité faible uniquement

§ d’air comprimé qui, en explosant, va fournir la force nécessaire a I'éjection de la goutte. Dans le | - Risque de bouchage

o

2

cas du stimulus piézoélectrique, c’est un matériau se déformant avec un courant électrique qui

va permettre cela.

- Choc thermique possible dans le cas de la DOD

- Faible intégrité mécanique de la construction

Bio-impression par extrusion

Pneumatique : utilise la pression de I'air pour extraire la bio-encre

Mécanique : utilise un piston ou une vis pour extraire la bio-encre

+ Simplicité du systeme
+ Intégrité structural bonne
+ Forte densité de cellules imprimable

+ Possibilité d’utiliser des bio-encres a viscosité élevée

- Plus faible résolution que les bio-imprimantes a jet d’encre ou assistées par
laser (100 um)

- Haut taux de cisaillement peut impacter la viabilité cellulaire

- Risque de bouchage

- Vitesse d’impression faible

- Nécessite des bio-encres avec des propriétés de rhéofluidications.
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Bio-impression assistée par laser

Cellules incluses dans la bio-encre : consiste en une lame donneuse faite d’une couche
transparente, d’une couche absorbant I'énergie et d’'une couche de bio-encre emprisonnant les
cellules. Un laser traverse la couche transparente, son énergie est absorbée par un feuillet en
métal ou en biopolymeére, ce qui créé une bulle d’évaporation localisée. La haute pression

gazeuse propulse une goutte de la bio-encre sur le substrat.

+ Haute viabilité cellulaire

+ Haute résolution (5 um)

+ Bonne vitesse d’impression

+ Pas de probleme de bouchage

+ Densité de cellule imprimable plus élevée qu’avec la bio-impression a jet

d’encre

- Bio-encre a viscosité faible obligatoire

- 'exposition au laser peut causer des dommages photo-toxiques

- Les nanoparticules dans le feuillet métallique peuvent étre toxiques
- Coliteux

- Lame donneuse compliquée a produire

Bio-impression par stéréolitographie

Impression par laser directe : un laser trace une ligne a la surface du photopolymere pour

permettre sa polymérisation.
Projection sur masque : utilise un masque physique ou digital pour filtrer la lumiére et

polymériser une couche entiére de photopolymere en un seul passage.

+ Résolution la plus élevée parmi toutes les modalités de bio-impression
+ Faible colt

+ Forte densité de cellules imprimable

+ Pas de risque de bouchage

+ Bonne vitesse d’impression avec les masques

+ Viscosité élevée des bio-encre possible

- La phototoxicité liée aux UV et infrarouges peut entrainer une faible
viabilité cellulaire

- Peu de bio-encres compatibles avec la bio-impression par stéréolitographie

C
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Les cultures 3D en milieu liquide — en particulier la culture en LOT ou HD — sont simples a
implémenter et font donc partie des méthodes les plus utilisées en culture 3D. Dans le
contexte de l'ostéosarcome, la culture 3D en milieu liquide a été particulierement utilisée
pour étudier la résistance aux traitements de chimiothérapies. En utilisant la méthode du
HD, Rimann et al. ont démontré il y a prés de dix ans maintenant que des sphéroides
générés a partir des lignée cellulaire SAOS-2 et HOS présentaient une sensibilité réduite a
des traitements de chimiothérapie tels que la doxorubicine, la cisplatine, le taxol et la
taurolidine par rapport aux cellules cultivées en 2D. Lorsqu’ils ont étudié la réponse de
cellules primaires d’ostéosarcome a un traitement a la doxorubicine, ils ont de nouveau
observé une diminution de la sensibilité des cellules d’ostéosarcome ostéoblastique lorsque
cultivées en 3D plutét qu’en 2D. Plus intéressant encore, ils ont constaté que pour les
cellules d’ostéosarcome chondroblastique, la doxorubicine n’avait pas d’effet en 2D, mais
fonctionnait en 3D (Rimann et al., 2014). Ceci illustre parfaitement le potentiel de la culture
3D comment modele de criblage de molécules thérapeutiques. Les sphéroides générés en
milieu liquide peuvent également aider a détecter de nouvelles cibles thérapeutiques ou de
nouveaux moyens d’administration des traitements (Kiss et al., 2020; Lenna et al., 2020).

Ces approches en milieu liquide sont cependant loin de reproduire le microenvironnement
tumoral, qui joue un role crucial dans la résistance aux traitements (Netti et al., 2000).
L'utilisation de supports de culture en particulier d’origine naturel est une stratégie pour
essayer de mimer ce microenvironnement tumoral. De facon similaire a ce qui a été
présenté en milieu liquide, une amélioration de la résistance aux traitements a pu étre
observé lorsque les cellules d’ostéosarcome étaient cultivées dans des matrices 3D par
rapport aux modeéles de culture en 2D (Fallica et al., 2012; Tan et al., 2011). Cette différence
de sensibilité pourrait étre expliqué par une augmentation de I'expression du transporteur a
cassettes liant I'ATP B1 lorsque les cellules étaient cultivées en 3D — cette protéine
transmembranaire étant impliquée dans I’efflux des molécules de chimiothérapies (Belisario
et al., 2020).

L'os est un environnement aux propriétés physiques trés particulieres et la rigidité du
support de culture semble avoir ainsi un impact sur le comportement des cellules
d’ostéosarcome. Ainsi, une augmentation de la rigidité du support de culture améliore le

taux de prolifération des cellules SAOS-2 (liang et al., 2019b). De la méme maniére, une
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étude ou des cellules MG-63 étaient cultivées au sein de quatre supports 3D différents (COL-
I, Matrigel™, alginate et agarose) a mis en évidence une corrélation entre I'élasticité de la
matrice et la viabilité cellulaire. Lorsque mises en culture 2D, les cellules d’ostéosarcomes se
comportaient de fagon similaire a des cellules ostéoblastiques saines et préféraient les
matrices naturelles & base de COL-l ou de Matrigel™. En culture 3D, la viabilité des cellules
d’ostéosarcome était cette fois-ci dépendante de I'élasticité de la matrice : les cellules
proliféraient mieux dans les supports les plus rigides (dans I'ordre: COL-lI > agarose >
Matrigel™ > alginate). In vivo, ce rble de I'élasticité de la matrice était également corrélé
avec le volume des tumeurs et le taux d’angiogenése : plus la matrice était rigide, plus la

masse tumorale et le taux d’angiogenése était importants (Jiang et al., 2019a).

Les ostéosarcomes, comme d’autres types de cancers, sont composés d’'une population
cellulaire hétérogénes qui comprend des CSC. Ces CSC combinent des propriétés souches et
cancéreuses, et sont soupconnées d’étre en partie responsable de la résistance aux
traitements et de la récidive. Il s’avére que la culture en 3D en milieu liquide ou sur support
semble favoriser la sélection et I'amplification de ces CSC, qui expriment plus fortement des
marqueurs souches tels que CD133, OCT-4, NANOG ou encore SOX-2 (Bassi et al., 2020;
Ozturk et al., 2020). De fait, la culture 3D pourrait permettre d’étudier de facon plus efficace
et pertinente les CSC, et ainsi de développer des traitements capables d’éradiquer ces

cellules résistantes.

Les modeles 3D peuvent également permettre d’étudier de fagon plus réaliste différents
mécanismes impliqués dans la progression tumorale. Par exemple, Sarkar et al. ont
développé une puce microfluidique permettant la formation et la culture d’'un grand nombre
de sphéroides. Grace a ce modele, ils ont pu mesurer la quantité de VEGF-A sécrété par les
cellules d’ostéosarcome (MG-63) en réponse a des pressions environnementales comme une
carence en nutriment ou une induction chimique de I’"hypoxie. Ils ont ainsi constaté un profil
de sécrétion du VEGF-A différent selon la méthode de culture : les cellules en monocouche
adhérente voient leur sécrétion de VEGF-A diminuer lorsque les cellules subissent de plus

fortes pressions environnementales, alors que les sphéroides augmentent leur sécrétion de
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VEGF-A (Sarkar et al., 2020). L'implication du VEGF dans la formation de nouveaux vaisseaux
ayant été mis en évidence dans les tumeurs solides, 'utilisation des modeles 3D pourrait
donc étre pertinente pour étudier 'angiogenese.

Dans la plupart des cas, la progression tumorale passe également par l'invasion et le
processus métastatique. Grace a la culture 3D, le role de l'acidification du milieu dans
I'invasion et la migration des cellules cancéreuses a pu étre validé. Pour ce faire, une
plateforme microfluidique permettant la culture de sphéroides d’ostéosarcome dans des
chambres présentant une couche de Matrigel™ sur leur face basale a été utilisée. Les
chercheurs ont ainsi pu constater que lorsque le milieu était acidifié, les cellules
s’échappaient du sphéroide pour envahir rapidement et de fagon importante le gel sous-
jacent. L'IL-6 a été tenu responsable de cette réponse des cellules a I'acidose (Avnet et al.,
2021). Plus récemment, Pellegrini et al. ont développé un modéle bio-imprimé pour
également étudier les capacités invasives de I'ostéosarcome. L'utilisation d’une bio-encre a
base de collagéne a permis I'impression de cellules d’ostéosarcome U20S résistantes ou non
a la cisplatine au sein d’une structure dont les propriétés physiques et biochimiques étaient
proches de celles observées dans les tumeurs in vivo. Grace a ce modele de bio-impression,
des différences dans les capacités d’invasion des deux lignées cellulaires ont pu étre mises
en évidence : les cellules exprimaient plus de protéinases capables de dégrader la MEC en
3D qu’en 2D. En particulier, la lignée résistante récupérait un caractere plus agressif lorsque
cultivée en 3D (Pellegrini et al.,, 2022). De nouveau, les modéles 3D s’avérent donc plus

efficace que leur équivalent 2D pour étudier les capacités invasives des cellules cancéreuses.

2.3. A chaque application son modele 3D

Aussi prometteurs que soient ces modeles 3D pour étudier le cancer, de nombreux défis
accompagnent leur utilisation. Premiérement, le choix de la méthode de culture dépend
entierement de la question scientifique soulevée et, par conséquent, chaque mode de
culture répond a des besoins différents. Les sphéroides générés avec les méthodes de
culture en milieu liquide sont le moyen le plus direct de faire du criblage haut débit et

permettent des études fonctionnelles sur les cellules cancéreuses telles que des essais de
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viabilité ou de différenciation. Pour autant, ces approches peuvent ne pas prendre en
compte le réle chimique et physique du microenvironnement tumoral vis-a-vis de la
résistance aux traitements. En effet, dans le cas de I'ostéosarcome, I'utilisation d’'un support
de culture minéralisé reproduit la niche « naturelle » des CSCs et est bien mieux adapté que
les matrices moins rigides (Bassi et al., 2020). De facon similaire, I'utilisation d’'un modéle
stationnaire avec ou sans support de culture peut étre inadapté pour I'étude des
mécanismes impliquant des mouvements de fluides tels que le processus métastatique, pour
qui les plateformes microfluidiques seraient plus pertinentes. L'utilisation de modeles 3D
encore plus complexes comme les organoides ou la bio-impression 3D devrait mieux
représenter les maladies de chaque patient et permettre I'avenement d’une médecine
personnalisée efficace. Mais ces modeéles ne sont pas forcément adaptés au screening haut
débit, et plus la complexité structurelle augmente, plus I'analyse devient compliquée.

De fait, le choix du modele 3D le plus adapté doit également dépendre du processus
analytique a réaliser. En effet, les méthodes actuelles d’analyse ont été majoritairement
développées pour la culture 2D traditionnelle. Elles ne sont pas toujours adaptables a la
culture 3D et nécessitent d’importantes étapes de validation (Riss and Trask, 2021). Par
exemple, imager les échantillons 3D sera un défi pour les raisons suivantes: (1) les
propriétés physiques de la lumiére entraine une diffusion des ondes dans les spécimens
épais, qui ne peut pas étre toujours résolue par sectionnement optique ou par
transparisation ; (2) les sondes fluorescentes dirigées contre des molécules ou des organelles
particuliers peuvent se diffuser de facon non homogene dans les sphéroides, avec une
saturation en périphérie (Thurber and Wittrup, 2008) ; (3) de facon similaire, une diffusion
faible des sondes jusqu’au coeur des sphéroides larges peut s’avérer problématique (Tchoryk
et al., 2019). De nombreuses mises au point préliminaires sont nécessaire, puisque la taille,
la charge ou I'affinité de la sonde a son ligand peuvent altérer les résultats et entrainer une
caractérisation biaisée des sphéroides (Smyrek and Stelzer, 2017). Les modéles de culture 3D
ont une MEC plus développée qui peut agir comme une barriere ou un piege pour les
composés chimiques, ce qui est un inconvénient lorsque I'on souhaite lyser les spécimen 3D
ou procéder a des essais métaboliques (Riss and Trask, 2021).

Ces problématiques ne doivent pas pour autant étre vues comme des obstacles. Comme cela
a été le cas pour la culture 2D, une augmentation de I'utilisation des modeles 3D conduira

naturellement au développement de nouvelles méthodes d’analyses. De plus, certains
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mécanismes du processus cancéreux peuvent étre plus efficacement observé lorsque les
cellules sont cultivées en 3D, comme il semblerait que ce soit le cas de la dormance

cancéreuse.
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3. LA DORMANCE CANCEREUSE ‘

Les tumeurs malignes doivent étre considérées comme des entités dynamiques dont les
cellules cancéreuses évoluent d’'un point de vue (épi)génétique, morphologique et
phénotypique au cours du temps et dans I'espace. Les nombreux sous-types histologiques
observés pour une pathologie cancéreuse donnée refletent I’'hétérogénéité inter-tumorale.
De plus, un tissu tumoral donné est lui-méme caractérisé par une hétérogénéité cellulaire et
moléculaire intrinseque, appelée hétérogénéité intra-tumorale. Cette hétérogénéité intra-
tumorale ne concerne pas uniquement la diversité des cellules cancéreuses, mais également
I’'hétérogénéité de leur microenvironnement (Junttila and de Sauvage, 2013). Le caractere
évolutif de I'"hétérogénéité tumorale, amplifié sous une pression de sélection (ex. : pression
thérapeutique), permet aux cellules cancéreuses de s’adapter a leur environnement et est
en grande partie responsable de I'apparition de la résistance aux drogues.

Parmi ces mécanismes d’adaptation, la dormance cancéreuse est potentiellement
responsable de la maladie récurrente et de la résistance aux traitements (Vallette et al.,

2019).

3.1. Définitions : dormance des organismes et dormance cancéreuse.

La dormance est un processus biologique utilisé par de nombreux organismes lorsque les
conditions de vie deviennent hostiles. La multiplicité des espéces I'utilisant prouve
I'efficacité de ce mécanisme de survie.

Le cancer, a la maniere d’un organisme, doit faire face a des pressions environnementales
diverses (ex.: manque de nutriments et d’oxygene, attaque du systéme immunitaire,
chimiothérapie, radiothérapie, etc.) et la dormance est I'un des mécanismes qu’il a adopté
pour survivre. La dormance cancéreuse est généralement associée a la maladie résiduelle
minime et a la récidive en particulier métastatique, mais elle concerne également le temps
de latence avant I'apparition de la maladie primaire. De fait, elle doit étre considérée comme

une étape a part entiére du processus tumoral.
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3.1.1. La dormance est un processus biologique conservé au cours de l'évolution
des especes

Tous les étres vivants doivent évoluer en fonction de leur environnement. Dans un contexte
de sélection naturelle, la capacité d’adaptation d’'un organisme aux changements
environnementaux est la clé de sa survie, en particulier lorsque les conditions de vie
deviennent difficiles (ex.: climat hostile, raréfaction de la nourriture, etc.). Parmi les
méthodes d’adaptation connues, la dormance est un processus biologique grandement
conservé dans I'évolution puisque des exemples peuvent étre retrouvés dans tous les regnes
du vivant. Ceci témoigne de l'efficacité de ce mécanisme pour permettre la survie d’'un
organisme dans un environnement qui lui est défavorable. Cette dormance passe
généralement par une réduction de I'activité métabolique (hypométabolisme) qui aboutit a
I’entrée de I'organisme dans un état inactif réversible (arrét temporaire de la croissance, du
développement et/ou de l'activité physique). La variété des formes de dormance, de leur
durée, de leur cause, et des espéeces concernées rend difficile une classification claire et de
nombreux termes peuvent ainsi désigner cette dormance (ex.: torpeur, hibernation,
estivation, diapause, brumation, etc.). La dormance est essentiellement liée aux conditions
environnementales. Elle peut étre soit prédictive (c’est-a-dire qu’elle est déclenchée avant
I'apparition des conditions défavorables), soit conséquentielle (c’est-a-dire qu’elle survient
suite et en réponse a I'apparition des conditions défavorables).

Ainsi, des nombreux cas de dormance peuvent étre décrits chez les micro-organismes
unicellulaires. En effet, dans les écosystemes naturels, le pourcentage de micro-organismes
en dormance va de 15% dans la panse des ruminants a pres de 60% dans les sols (Lennon
and Jones, 2011). L'un des états de dormance les plus profonds et les plus résistants aux
atteintes extérieures sont les endospores produites par certaines bactéries. Ces endospores
ont une structure et un contenu cellulaire tres particuliers : le protoplasme (nom donné au
cytoplasme des bactéries) est déshydraté et minéralisé, et I'organisation de I’ADN est
modifiée par des protéines. Ces caractéristiques rendent les endospores particulierement
résistantes a la chaleur, aux produits chimiques nocifs, a la dessication et a I'irradiation par
les UV. Les endospores peuvent rester dans cet état d’arrét métabolique pendant des siecles
avant de germer pour se remettre a proliférer naturellement (Flores and Popham, 2020).

L'espace est peut-étre I'environnement hostile par excellence, avec sa température de
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-270°C et ses radiations cosmiques non dispersées du fait de la faible densité moléculaire.
Or, des endospores de bacilles exposées a I'espace pendant plusieurs années ont été capable
de survivre (Horneck, 1993).

Les tardigrades sont I'un des autres rares étre vivants capables de survivre a un séjour dans
I'espace (Jonsson et al.,, 2008). Ces organismes multicellulaires sont des animaux
microscopiques aquatiques mais colonisant aussi des environnements terrestres beaucoup
moins adaptés a leurs fonctions biologiques. Les tardigrades ont donc d( s’adapter pour
survivre, notablement en entrant en dormance par cryptobiose ou par diapause. Lorsque le
tardigrade entre en cryptobiose — une forme de quiescence extréme — en réponse a un
stress environnemental (ex. : stress anoxique, stress hydrique, stress thermique, etc.), son
métabolisme s’arréte complétement. En contrepartie, les tardigrades deviennent résistants
a la dessication et/ou aux trés faibles températures (Guidetti et al., 2011). La diapause est
une autre forme de dormance plus endogene, c’est-a-dire que la cause directe n’est pas
forcément les conditions environnementales mais qu’elle est génétiquement déterminée. En
effet, la diapause est déclenchée avant |'apparition des conditions hostiles, et elle n’est pas
levée uniquement par la disparition de celles-ci. Bien que chez le tardigrade cette diapause
puisse avoir lieu a n’'importe quelle phase de vie de I'animal, dans le cas des insectes chez
qui elle est particuliecrement répandue, elle a plutot lieu a des stades précis du
développement (embryonnaire, larvaire, adulte) (Lee, 2009).

L'une des formes de dormance des organismes les plus connus est certainement la
dormance hivernale des plantes caduques, qui perdent leurs feuilles lorsque la température
et la luminosité diminuent afin d’économiser de I'énergie. L’hibernation (aussi appelée
torpeur) observée chez certains mammiféres est un autre type de dormance notoire faisant
intervenir I'endothermie. Parmi les mammiféeres hibernant, le spermophile arctique est peut-
étre I'exemple le plus impressionnant : pendant prés de 9 mois, cet écureuil terrestre va voir
sa température corporelle diminuer de 37°C a -2°C (Barnes, 1989).

Bien que les mécanismes impliqués dans la dormance des organismes et la dormance
cancéreuse soient différents, le principe reste le méme : s’adapter a des conditions de vie
hostiles. Ainsi, a la maniére d’un pathogéne infectant un hote, le cancer pourrait étre
considéré jusqu’a un certain point comme un organisme a part entiere s’efforcant de

survivre a son environnement (Manjili, 2017; Miller et al., 2021).
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3.1.2. Le concept de dormance cancéreuse trouve son origine dans la clinique

Si le phénomeéne de récurrence avait déja été décrit 2 millénaires plus tét par Celse, la notion
de dormance cancéreuse n’apparait qu’apres l'avénement de la théorie cellulaire et
I'amélioration de la chirurgie et des méthodes histologiques. Rupert Willis, un pathologiste
australien, utilise pour la premiere fois en 1934 le terme de dormance pour décrire et
expliquer la période de latence qu’il observe entre le traitement de la maladie primaire et
I’'apparition de métastases tardives :
« Quand des tumeurs métastatiques tres tardives apparaissent chez des
patients qui n’ont pas de récidive locale de la grosseur primaire extirpée, il
est clair que les croissances secondaires ont di faire suite a des embolies
tumorales disséminées a partir de la grosseur tumorale avant son retrait.
Les cellules néoplasiques ont di se trouver dormantes dans les tissus dans
lesquelles elles s’arréterent, et leur reprise de prolifération doit étre
attribuée a quelques altérations dans la nature de ces tissus ou a la levée
des restrictions de croissance exercées par ceux-ci sur les cellules
tumorales. »
(Trad. de 'anglais a partir de (Summers et al., 2020)).
Vingt ans plus tard, Geoffrey Hadfield, également pathologiste, ajoutera que :
« Lorsque l'intervalle est prolongé de six ans ou plus il parait impossible
d’échapper a la conclusion que les cellules a la croissance dormante sont
dans un état temporaire d’arrét mitotique [...]. »
(Trad. de I'anglais a partir de (Hadfield, 1954)).
Ces deux pathologistes sont arrivés a la méme conclusion a la suite d’un constat simple : si
les cellules cancéreuses proliféraient de facon continue aprés un traitement ayant éliminé
les masses tumorales détectables cliniquement, le temps de réapparition de la maladie
devrait étre beaucoup plus court que celui observé en clinique, que ce soit localement ou sur
les sites métastatiques (Demicheli, 2001). Or, de nombreux cas montrent que la récurrence
de la maladie peut avoir lieu des décennies aprés une phase de rémission compléete. Ainsi,
on peut trouver des exemples de cas extrémes ou la récidives a lieu plus de vingt ans apres
le retrait de la tumeur primaire. C'est le cas d’'un homme de 51 ans présentant une

métastase pulmonaire d’un ostéosarcome diagnostiqué et traité lorsqu’il en avait 13
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(Kaneuchi et al., 2020) ou d’'une femme de 61 ans chez qui une métastase a été détectée 25
ans apres I'excision d’un mélanome primaire (Pescarini et al., 2020). Des cas de récidives
tardives (au moins 5 ans apres le premier diagnostic) ont été décrits pour des cancers
mammaires, pulmonaires, colorectales, prostatiques, gastriques, hépatiques, leucémiques,
pour ne citer qu’eux (Sonoda et al., 2019; Maeda et al., 2010; Szczepek et al., 1994; Nagano
et al., 2021; Al Hillan et al., 2020; Bouvier et al., 2015; Han et al., 2021; Aizawa et al., 2020;
Ogasawara et al., 2020; Zhang et al., 2017; Fridlyand et al., 2020). Méme des cancers qui
récidivent le plus souvent précocement et dont le taux de survie a 5 ans est inférieur a 10%,
tel que le glioblastome (Birzu et al., 2020), peuvent présenter des cas exceptionnels de
récidive tardive (Bahr et al., 2009). Le phénomeéne de récidive tardive concerne donc bien
tous les cancers, bien qu’a des fréquences différentes (Figure 1.3.1).

Le sous-type de cancer semble également jouer un réle dans la durée de la dormance
cancéreuse. L'analyse d’'une cohorte de plus de 4000 patientes atteintes du cancer du sein
montre que le risque de récidive est le plus élevé dans les 5 premiéres années (moy. = 10 %),
diminue de fagon continue entre 5 et 10 ans (moy. = 4,5%), et se stabilise aux alentours de
1,5% (+ 0,7) a partir de 10 ans apres le premier diagnostic. Le risque de récidive précoce (c-a-
d. dans les 5 ans) est significativement plus élevé pour les patientes atteintes d’un cancer du
sein n’exprimant pas les récepteurs aux oestrogénes (RO-négatives) par rapport aux
patientes ayant un cancer du sein exprimant les récepteurs aux cestrogénes (RO-positives). A
I'inverse, le risque de récidive tardive (c-a-d. au-dela de 5 ans) devient plus élevé chez les
patientes RO-positives par rapport aux patientes RO-négatives. De plus, pour les cancers RO-
positifs, plus le nombre de ganglions envahis augmente, plus le risque de récidive est élevé,
en particulier jusqu’a 15 ans aprés le premier diagnostic (Colleoni et al., 2016). D’autres
études plus récentes sur des cohortes beaucoup plus large (>20 000 patientes) confirment
ces résultats, bien qu’a des taux légerement différents (Pan et al., 2017; Pedersen et al.,

2022).
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Figure 1.3.1. Durée de la dormance cancéreuse en fonction des cancers. Dans le cas de la maladie récidivante,
la dormance cancéreuse correspond a la période de latence entre la disparition clinique de la tumeur primaire
suite a un traitement (résection, chimiothérapie et/ou radiothérapie) et sa récidive des mois jusqu’a des
décennies plus tard. Théoriquement, tous les types de cancers peuvent passer par une étape de dormance,
bien qu’a des fréquences et pour des durées différentes. Ainsi, le glioblastome présente des récidives dont la
plupart ont lieux quelques mois aprés la détection initiale du cancer et son traitement, alors que la durée de la
dormance de |'ostéosarcome et du cancer de la prostate sont plutot de I'ordre des années et de la décennie
respectivement. De plus, différentes durées de dormance peuvent étre observées entre les sous-types d’un
méme cancer. C'est le cas notamment des cancers du sein RO+ qui peuvent récidiver plus de 10 apres la
disparition clinique de la tumeur initiale, tandis que les cancer RO- récidive en général plus rapidement. La
rapidité de la récidive peut ainsi étre associée a I'agressivité du cancer et a I'efficacité des thérapies utilisées
pour lutter contre ce dernier. Abréviations. RO+ : récepteur cestrogéne positif ; RO- : récepteur cestrogéne
négatif ; NSCLC : en anglais, non-small cell lung cancer ; SCLC : en anglais, small cell lung cancer. Adaptée de
(Gomis and Gawrzak, 2017)

L'utilisation d’outils mathématiques tels que de la modélisation numérique a également
permis une validation de profils de dormance cancéreuse en fonction des caractéristiques du
cancer. Giannakeas et Narod sont parvenus a répartir plus de 120 000 patientes au sein de
10 catégories dont le taux de mortalité croit a chaque décile. Ils ont basé leur classification
sur des facteurs clinicopathologiques tels que I'année du diagnostic, I’dge, I'ethnie, la taille,
le stade et le grade de la tumeur mammaire, le taux de ganglions envabhis, le statut RO, etc.
Ils ont ensuite généré un modele mathématique simple de dormance ou tous les cancers du
sein suivent la méme courbe de croissance une fois sortie de leur état de dormance, et ou un

taux de réactivation tumorale est associé a chaque décile. Ils ont alors constaté que les
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courbes de mortalité en fonction du temps générées a partir des valeurs observées ou
modélisées se superposaient, et cela pour tous les déciles. Au vu de ces résultats, les auteurs
proposent ainsi que les différences de durée observées avant la réapparition de la maladie
primaire sont le résultat de durées différentes de dormance (Giannakeas and Narod, 2019).
Une preuve supplémentaire de |'existence d’'une dormance cancéreuse est que des CTC
peuvent encore étre détectées dans le sang de patientes pourtant en rémission clinique
depuis des dizaines d’années (Meng et al., 2004).

A noter que cette notion de dormance cancéreuse ne concerne pas uniguement la maladie
métastatique et la récidive locale, mais également la tumeur primaire initiale elle-méme. En
effet, des autopsies réalisées sur des individus décédés des suites d’un traumatisme (ex. :
accident de voiture, etc.) ont permis de mettre en évidence la présence de tumeurs malignes
alors que ces individus n’avaient jamais été diagnostiqué de leur vivant. Ainsi, 39% des
femmes autopsiées d’'une quarantaine d’années présentent un cancer du sein (Nielsen et al.,
1987), alors que le taux de diagnostic est de 1,55% pour cette méme tranche d’age
(Howlader et al., 2021). De fagon similaire, la présence de carcinomes prostatiques a été
détectée chez 34% des hommes examinés en post mortem (Sakr et al., 1993), alors que le
taux d’incidence de cette maladie n’est que de 0,03% pour les moins de 50 ans (Perdana et
al., 2016). Ces résultats semblent donc indiquer qu’une dormance cancéreuse précéderait
I'apparition cliniqgue du cancer primaire, et que de nombreux individus pourtant

asymptomatiques toute leur vie soient en réalité atteints d’'un cancer en état de dormance.

3.2. Deux types de dormance : la dormance de la masse tumorale et la
dormance cellulaire cancéreuse

L'observation clinique de récidives tardives et de la présence de néoplasmes dans des
individus asymptomatiques ont donc permis de mettre en évidence un état de dormance
cancéreuse. Dans le cas de la maladie récurrente, la période entre le diagnostic et la récidive,
c’est-a-dire la durée de la dormance cancéreuse, est corrélé a un certain nombre de facteurs
de risques qui dépendent du cancer concerné. Pour autant, ces facteurs de risques
n’expliquent pas le mécanisme sous-jacent de la dormance cancéreuse. Deux modeles bien
distincts ont donc été proposés pour décrire le phénoméne de dormance cancéreuse : la

dormance de le masse tumorale et la dormance cellulaire cancéreuse (Figure 1.3.2).
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Figure 1.3.2. Différents types de dormance cancéreuse. La dormance cancéreuse correspond a la période
durant laquelle une masse tumorale n’est pas détectable cliniquement. Cette période de latence peut exister
avant l'apparition de la tumeur primaire, ou entre le traitement d’une tumeur et la récidive locale ou
métastatique de la maladie. Cette dormance cancéreuse peut résulter de différents mécanismes. Le premier
est la dormance de la masse tumorale, ou I'équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire aboutit a une
masse tumorale qui ne change pas de taille. La mort cellulaire peut étre le résultat d’'un manque d’oxygéne
dans le cas de la dormance angiogénique, ou par I’action cytotoxique des cellules immunitaires dans le cas de la
dormance immunologique. La dormance cellulaire cancéreuse, quant a elle, consiste en l'arrét de la
prolifération des cellules cancéreuses, soit par des mécanismes tels que la sénescence et/ou la quiescence. A
noter que ces mécanismes peuvent probablement coexister, et que la dormance de la masse tumorale n’exclue
pas I’existence de cellule cancéreuse en arrét du cycle cellulaire au sein de la tumeur.

3.2.1. Dormance de la masse tumorale

La dormance de la masse tumorale est un mécanisme qui impligue une homéostasie entre la
mort et la prolifération des cellules cancéreuses, aboutissant a une stagnation de la taille de
la tumeur maligne. Dans le contexte de la dormance cancéreuse, cette dormance de la
masse tumorale ne peut concerner que des tumeurs d’une taille inférieure au seuil de
détection clinique. De fait, la dormance de la masse tumorale dans le contexte de la récidive
est principalement associée aux micrométastases, dont la taille ne dépasse pas les 2 mm
(Hermanek et al., 1999).

Un tel modeéle permettrait d’expliquer pourquoi des CTC peuvent étre détectées des
décennies apreés le retrait de la tumeur primaire et des ganglions envahis. Cela sous-entend
la présence d’un groupe de cellules capable de proliférer pour maintenir une libération

réguliere de CTC dans le flux sanguin, mais dont la croissance ne dépasse pas le seuil de

70 |



PARTIE | - INTRODUCTION CHAPITRE 3. DORMANCE CANCEREUSE

détection clinique. Ceci est d’autant plus vrai que la demi-vie de ces CTC dans la circulation
sanguine s’estime en minute (Hamza et al., 2021; Meng et al., 2004). L’étude histologique de
tumeurs récupérées sur des souris xénotransplantées montre que le taux de prolifération est
le méme entre les cellules d’'une tumeur croissante et celles d’une tumeur dormante. Par
contre, le niveau d’apoptose des tumeurs dormantes est prés de 4 fois plus élevé que dans
les tumeurs a croissance exponentielle (Holmgren et al., 1995), ce qui pourrait expliquer
pourquoi les tumeurs dormantes n’augmentent pas de taille au cours du temps.

Dans le modeéle de dormance de la masse tumorale, la mort des cellules cancéreuses résulte
soit d’'un manque en nutriments et d’oxygéne du fait du maintien de I'état d’angiostase (on
parle de dormance angiogénique), soit de I'immunosurveillance (on parle de dormance

immunologique), mais plus probablement des deux.

Au cours de la dormance angiogénique, les cellules cancéreuses en prolifération sont
incapables de recruter de nouveaux vaisseaux sanguins. La diffusion des nutriments et de
I’oxygéne dans les tissus non vascularisés a une portée maximale de 150 a 200 uM, mais
cette distance peut varier en fonction de la densité et de I'activité métabolique du tissu. Au-
dela, le taux de nutriments et d’oxygéne percu par le tissu diminue, puisqu’en plus d’étre
une barriere physique entravant le passage des molécules, les cellules du tissu vont aussi
étre consommatrices de ces molécules, réduisant la quantité disponible pour les cellules
situées plus en profondeur. McMurtrey a ainsi estimé par modélisation mathématique que
pour une neurosphére de 700 um de rayon, le coeur recoit moins de 5% de la concentration
en nutriment et en oxygene présents a I'extérieure du tissu. Cela aurait pour conséquence
un arrét de la croissance des neurospheres lorsqu’elles atteignent un diamétre d’1,8 mm
(McMurtrey, 2016).

Au vu de la quantité en nutriment et en oxygene requise par les cellules cancéreuses en
prolifération, il est logique d’observer un arrét de la croissance des masses tumorales
avasculaires lorsque celles-ci atteignent un diameétre trop important pour permettre une
diffusion suffisante a toutes les cellules. En effet, la prolifération en périphérie sera
compensée par la nécrose au cceur de la masse tumorale du fait de la privation en

nutriments et en oxygéne, et la masse sera dormante tant qu’elle restera avasculaire
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(Holmgren et al., 1995). De fait, la sortie de la dormance nécessitera l'initiation de la
vascularisation tumorale, dont le mécanisme le plus connu est I'angiogenése.

L'angiogenese est un processus au cours duguel de nouveaux vaisseaux sont synthétisés par
bourgeonnement a partir de vaisseaux préexistants. Elle est déclenchée par un switch
angiogénique qui implique un déséquilibre en faveur de facteurs pro-angiogéniques (ex. :
VEGF, FGF-2, PDGF, Angl, TNF, IL-6, etc.) qui surpassent les facteurs anti-angiogéniques (ex. :
TiMPs, TSP, angiostatine, endostatine, Ang 2, etc.) (Herbert and Stainier, 2011; Kopec and
Abramczyk, 2022; Marech et al., 2016).

Les causes de ce switch angiogénique sont multiples mais impliquent le microenvironnement
tumoral cellulaire et moléculaire et les cellules tumorales elles-mémes. Indraccolo et al. ont
injecté des cellules leucémiques (MOLT-3) seules ou avec des cellules de sarcome de Kaposi
irradiées (KS-IMM) pour éviter que leur prolifération ne dépasse celle des MOLT-3. Les
MOLT-3 sont des cellules faiblement tumorigéniques et qui n’expriment que peu ou pas de
facteurs pro-angiogéniques. Au contraire, les KS-IMM sont des cellules fortement
angiogéniques. Lorsque les MOLT-3 étaient injectées seules, elles formaient dans 20% des
cas une masse tumorale blanche de petite taille qui n’évoluait pas. Lorsque co-injectées avec
les KS-IMM, les MOLT-3 produisaient dans 100% des cas des masses tumorales rougeatres a
croissance progressive (Indraccolo et al., 2006). Pour autant, une tumeur non angiogénique
peut acquérir une activité angiogénique d’elle-méme, sous-entendant le réle direct des
cellules tumorales. C'est ce qu’ont mis en évidence Naumov et al. dans une étude ou ils ont
inoculé des souris immunodéficientes avec des lignées cellulaires cancéreuses
d’adénocarcinome mammaire (MDA-MB-436), d’ostéosarcome (KHOS-240S) ou de
glioblastome (T98G), qui sont toutes non-angiogéniques. lls ont constaté que si les souris
inoculées étaient gardées en vie suffisamment longtemps (jusqu’a prés de 8 mois), elles
pouvaient développer des masses tumorales dont le taux de croissance était similaire a celui
de tumeurs angiogéniques. La comparaison de I'expression de facteurs angiogéniques a
montré que les facteurs pro-angiogéniques FGF-2 et le VEGF étaient surexprimés dans les
tumeurs angiogéniques. A I'inverse, les tumeurs non-angiogéniques surexprimaient plutot le

facteur anti-angiogénique TSP (Naumov et al., 2006).
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Figure 1.3.3. Mécanismes de vascularisation des tumeurs. La formation de nouveaux vaisseaux passe par des
mécanismes physiologiques détournés par la tumeur (A, B et C) ou des processus propres a la pathologie (D, E
et F) qui ne sont pas mutuellement exclusifs. (A) Angiogenése par bourgeonnement. La formation du nouveau
vaisseau passe par le bourgeonnement de la Tip Cell (TC), suivie des Stalk Cells (SCs) qui permettent
I’élongation. (B). Angiogenése par intussusception. Consiste a augmenter la ramification vasculaire en séparant
un vaisseau préexistant en deux. (C) Vasculogenése adulte. Recrutement de progéniteurs endothéliaux
circulant dans le sang a partie de la moelle osseuse, qui vont se différencier en cellules endothéliales (CE) in
situ. (C) Imitation vasculaire. Les cellules cancéreuses forment des structures similaires a des capillaires et
déposent a leur surface une matrice extracellulaire dense. (E). Ralliement a des vaisseaux sanguins (co-
optation). Les cellules tumorales se développent le long des vaisseaux sanguins pré-existants. (F)
Transdifférentiation des cellules souches cancéreuses (CSC). Des CSCs présentent dans la masse tumorale se
différencient en pseudo-CE et bordent les nouveaux vaisseaux.

Du fait du réle évident du switch angiogénique dans la carcinogenése et dans la réactivation
de la prolifération cellulaire, I'angiogenése est considérée comme un processus essentiel a la
progression tumorale (c’est I'une des hallmarks du cancer) et plus d’une dizaine de thérapies
basées sur une inhibition de cette angiogenése ont obtenu une autorisation de mise sur le
marché (De Falco, 2014). L'idée générale que I'angiogenése est universelle a tous les cancers
a cependant laissé dans 'ombre un certain nombre d’autres mécanismes permettant la
vascularisation, ce qui pourrait expliquer I'échec de certaines des thérapies anti-
angiogéniques. Ceci n’étant cependant pas le sujet de cette thése, je n’entrerai pas plus dans
le détail que ce qui est présenté dans la Figure 1.3.3, mais invite le lecteur intéressé a lire les
nombreuses revues scientifiques décrivant les mécanismes alternatifs a 'angiogenése que
sont I'angiogenése par intussusception (De Spiegelaere et al., 2012; Saravanan et al., 2020),
la vasculogenése (Drake, 2003), I'imitation vasculaire (Luo et al., 2020; X. Zhang et al., 2019),

la transdifférenciation de CSC (Ping and Bian, 2011) et le ralliement a des vaisseaux sanguins
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préexistants (co-option) (Kuczynski et al., 2019) et leur rble dans le processus tumoral

(Lugano et al., 2020).

Comme pour l'angiogenése, le systéme immunitaire joue un réle prépondérant dans la
progression tumorale et a donc également rejoint la liste des hallmarks du cancer. De
nombreuses recherches menées chez la souris et ’humain ont mis en évidence que les
systémes immunitaires inné et adaptatif sont nécessaires pour empécher la formation de
cancers. En effet, les individus atteints d’immunodéficience primaire, dont le systéme
immunitaire est déficient ou complétement absent du fait d’'une maladie génétique, ont un
risque relatif de développer un cancer (en particulier des lymphomes) 1,5 fois plus élevé que
la population général (Mayor et al.,, 2018). De plus, certains receveurs d’organe ont
développé des cancers a la suite d’une transplantation provenant de donneurs en rémission
cliniqgue ou de donneurs sans passif cancéreux (Kauffman et al., 2000). Ceci suggere que les
cancers présents mais indétectés dans les transplants étaient sous le controle du systéeme
immunitaire du donneur, et que le transfert vers un hote immunodéprimé a favorisé la
croissance tumorale.

Pour autant, la majorité des cancers se développent dans des hétes immunocompétents. Le
systéme immunitaire ne parvient donc pas toujours a endiguer le cancer, et le processus au
cours duquel le systéme immunitaire prend tour a tour le role de suppresseur et promoteur
de tumeurs est appelé immunoédition (O’Donnell et al., 2019; Schreiber et al., 2011).
Brievement, ce processus d’'immunoédition suppose que le systeme immunitaire est capable
d’éliminer les clones tumoraux les plus immunogénes, et exerce donc une pression de
sélection qui pourra aboutir sur le long terme a I'émergence de clones immunosuppresseurs
capables de lui échapper. Une étude réalisée en 2001 en est la parfaite preuve : les tumeurs
formées dans des souris immunodéficientes étaient plus immunogéenes que celles formées
dans des souris immunocompétentes lorsque réinjectées dans de nouveaux hotes

immunocompétents (Shankaran et al., 2001) (Figure 1.3.4).
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Figure 1.3.4. Role du systeme immunitaire sur 'immunogénicité des tumeurs. Des souris 129/SVEV WT
(immunocompétentes) et 129/SVEV RAG27- (immunodéficience adaptative) ont été injectées en sous-cutané
avec le carcinogéne méthylcholanthréne (MCA). En plus de développer des tumeurs plus tét que les WT, les
souris RAG27" avaient plus de risque de former des tumeurs (60%, contre 20% d’incidence pour les WT). Afin
d’évaluer le réle du systeme immunitaire adaptatif sur I'immunogénicité des tumeurs, les sarcomes générés
dans un environnement immunocompétent ou immunodéficient ont été réinjectées dans de nouveaux hote
WT ou RAG27". Les sarcomes issus d’une induction dans des souris WT sont parvenus a croitre dans 100% des
nouvelles souris, qu’elles soient WT ou RAG2". Les sarcomes produits dans les souris RAG2”" sont parvenus a
croitre dans 100% des nouveaux hotes RAG27". Cependant, seule la moitié des souris injectées avec des cellules
de sarcome issu d’une souris RAG27" a développé une masse tumorale de taille croissante dans le temps.
L'autre moitié a vu la taille des tumeurs régresser aprés une courte période de croissance. Les sarcomes
générés dans les souris immunocompétentes ont en fait subi une pression de sélection du systéeme
immunitaire, rendant les tumeurs immuno-résistantes, si bien que méme lorsque réinjectées dans un nouvel
hote, les tumeurs ont pu grossir de maniere continue. A l'inverse, les sarcomes générés dans les souris
immunodéficientes n’ont jamais été exposée a un systéme immunitaire. Lorsque ces cellules cancéreuses ont
été cette fois-ci transférées dans un héte immunocompétent, le systeme immunitaire de la souris a été capable
de détruire la tumeur rapidement. Ces résultats soulignent le role du systéeme immunitaire, et en particulier le
systeme adaptatif, dans I'immunogénicité de la tumeur via immunosélection des cellules capables de lui
survivre.

L'année suivante, Dunn et al. proposent un systeme d'immunoédition qui implique trois
phases séquentielles : I'élimination, I'équilibre, et I'’échappement tumoral (Dunn et al.,,
2002). Durant la phase d’élimination, aussi nommée immunosurveillance, le systéme
immunitaire (inné et adaptatif) est capable de repérer les cellules cancéreuses et de les
détruire. Si parmi les multiples clones tumoraux I'un d’entre eux est capable de survivre a
cette immunosurveillance, on passe alors a la phase d’équilibre. Comme indiqué par son
nom, cette étape consiste en un controle par le systeme immunitaire de la croissance
tumorale, en ralentissant la prolifération et en continuant a éliminer les cellules reconnues. Il
s’agit potentiellement de I'étape la plus longue, et elle correspondrait a la dormance
cancéreuse immunologique. Lors de cette étape, la pression constante du systéme
immunitaire encourage les cellules cancéreuses instables génétiquement a modifier

continuellement leur (épi)génome, leur transcriptome et leur protéome (ex. : réduction des
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antigenes présentés a la surface, sécrétion de cytokines immunosuppressives, etc.) afin de
survivre (Teng et al., 2008). Si cette immunoédition est un succes, les tumeurs entrent dans
la phase d’échappement, au cours de laquelle la croissance n’est plus restreinte et le cancer
devient détectable cliniquement. Comme pour I'angiogenése, ce processus d’'immunoédition
est autant valable pour la genése de la maladie primaire, que la récidive locale ou

métastatique (Figure 1.3.5).
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Figure 1.3.5. Les trois étapes de 'immunoédition du cancer. L'immunoédition du cancer se déroule en 3 étapes
séquentielles : I’élimination, I'équilibre et I'échappement. Lors de I'élimination, les cellules du systéeme
immunitaire inné et adaptatif reconnaissent les cellules tumorales et les éliminent. Si cette immunosurveillance
n’aboutit pas a I'élimination de toutes les cellules tumorales, les variants survivants, peu immunogéniques,
permettent le maintien de cellules tumorales dont la prolifération compense la mort des clones plus
immunogéniques. Cette phase d’équilibre correspondrait au phénomene de dormance immunologique et
pourrait s’étendre sur plusieurs années. Au cours de cette dormance, les cellules tumorales peuvent continuer
d’accumuler des mutation (épi)génétiques et de subir une pression de sélection par le systeme immunitaire,
qui participeront a I"apparition d’un microenvironnement immunosuppresseur. Le systéme immunitaire n’est
alors plus capable d’empécher la croissance de la masse tumorale : c’est I'’échappement tumoral.

Contrairement a la dormance angiogénique ou le taux de prolifération de la tumeur en
dormance est sensiblement similaire a celui d’une tumeur en croissance, la dormance
immunologique impliquerait plutét une réduction du nombre de cellules cancéreuses
proliférantes et une augmentation du taux d’apoptose par action du systeme immunitaire
(Koebel et al., 2007; Payne et al., 2016). Les résultats de Koebel et al. vont dans ce sens :
certaines souris immunocompétentes injectées avec une faible dose d’oncogéne ont
développé des petites masses stables au niveau du site d’injection. Ces masses stables
proliféraient moitié moins vite par rapport aux tumeurs en croissance, et leur taux
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d’apoptose était 1,7 fois plus important. De plus, le traitement hebdomadaire des souris
ayant développé ces masses stables avec des anticorps anti-CD4/-CD8 et/ou anti-IFN-y (il
s’agit de molécules essentielles au systéme immunitaire adaptatif) a entrainé la reprise de la
prolifération dans 60% des cas (Koebel et al., 2007). Il semblerait que ce soient bien ces
cellules indolentes (qui proliféerent lentement), et non pas les cellules en arrét du cycle
cellulaire, qui soient responsable de cette immunoédition. En effet, seules les premieres ont
surexprimé l'inhibiteur des cellules immunitaires PD-L1 (en anglais, Programmed Death
Ligand 1) en réponse a une exposition a de I'lFN-y sécrété par les lymphocytes T activés. Or,
I"IFN- y est connu pour promouvoir I'expression de ce ligand sur les cellules tumorales
(Payne et al., 2016).

De facon générale, les acteurs cellulaires principaux dans la dormance immunologique sont
les cellules de I'immunité adaptative (T et B), alors que les cellules natural killers (NK) ne
semblent pas jouer un role prépondérant (Payne et al., 2016). Une augmentation de
I'infiltration de lymphocytes T cytotoxiques (CD8*) et helpers (CD4* Th1), de lymphocytes B,
ainsi que de cellules dendritiques dans des tissus identifiés comme étant en dormance

immunologique a d’ailleurs pu étre mise en évidence (Wiecek et al., 2021).

Afin de clarifier I'explication, les dormances angiogénique et immunologique ont été
précédemment décrites comme deux mécanismes distincts. Pour autant, ces deux modeles
de dormance de la masse tumorale ne sont pas forcément mutuellement exclusifs. Dans ce
sens, I'analyse d’un profile de dormance angiogénique et/ou immunologique réalisée sur
plus de 9 500 tumeurs primaires non traitées correspondant a 31 types de cancer différents
a permis de mettre en évidence que 16,5% des tumeurs (tous cancers confondus)
présentaient une signature de dormance de la masse tumorale, parmi lesquelles 7%
exprimaient simultanément des marqueurs de la dormance angiogénique et
immunologique. Cette « co-dormance » était méme la forme majoritaire de dormance de la
masse tumorale dans le cas des sarcomes, des adénocarcinomes ovariens et de |'estomac,
des carcinomes de la vessie, etc. (Wiecek et al., 2021).

L'interaction de ces deux formes de dormance se comprend facilement lorsqu’on se place
dans le contexte du microenvironnement tumoral. Un environnement trop hypoxique

entraine 'activation de la voie de signalisation du HIF, qui aboutit a une augmentation de
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I’expression du VEGF. L'exposition longue a un haut taux de VEGF a un impact a la fois sur la
vascularisation et sur I'immunosurveillance. Tout d’abord, le role pro-angiogénique du VEGF
permet la génération de nouveaux vaisseaux sanguins peu organisés et perméables. Ensuite,
le VEGF réduit I'expression des molécules d’adhérence présentes a la surface des cellules
endothéliales nécessaires a la diapédese des lymphocytes et limite donc l'infiltration de la
tumeur par les cellules immunitaires effectrices. Enfin, le VEGF a une action
immunosuppressive locale et systémique: il inhibe directement la circulation, Ia
prolifération et la fonction des lymphocytes T cytotoxiques et empéche la maturation des
cellules dendritiques présentatrices d’antigene qui sont tous deux déja présents dans le
microenvironnement tumoral ; il promeut également le recrutement de cellules
immunitaires immunosuppressives tels que les macrophages associés a la tumeur M2 (TAM-
M2), les cellules myéloides suppressives (MDSC) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) (Kim
et al., 2022). Dans le cadre de la dormance angiogénique et immunologique, une masse
tumorale dont la croissance serait limitée a la fois par un manque d’oxygene et une activité
immunorégulatrice pourrait ainsi, si I’hypoxie devient trop forte ou dure trop longtemps,
déclencher le switch angiogénique. Cette angiogenese favoriserait la transition de I'étape
d’équilibre vers I'étape d’échappement (systéme d’immunoédition) par induction d’un
microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Cela aboutirait donc a une reprise de la

croissance tumorale (Figure 1.3.6).

» Figure 1.3.6. Interaction entre 'angiogenése et la régulation immunitaire dans le microenvironnement
tumoral. La dormance de la masse tumorale peut résulter a la fois de mécanismes immunossupresseurs et anti-
angiogéniques. Le microenvironnement d’une masse tumorale en dormance contient plus de lymphocytes T
(LT), lymphocytes B (LB) et natural killers (NK) que de lymphocytes T régulateurs (Treg), lymphocytes B
régulateurs (Breg) ou de cellules suppressives dérivées des myéloides (MDSC). De plus, le phénotype M1 des
macrophages est plus représenté que le phénotype M2. Tout ceci conduit a un environnement suppresseur de
tumeur, ou la prolifération des cellules tumorales est contrebalancée par I'action des cellules immunitaires :
c’est I'étape d’équilibre du mécanisme d’immunoédition. La sortie de la dormance de la masse tumorale
résulte d’un changement dans le microenvironnement tumoral, qui se traduit par une diminution des LT et LB
infiltrants, des cellules NK, et une augmentation des cellules Breg, Treg, MDSC, ainsi qu’une polarisation des
macrophages vers le sous-type M2.
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Enfin, il est important d’indiquer que la présence d’une dormance angiogénique et/ou
immunologique n’empéche pas la présence de cellules en phase GO du cycle cellulaire, ce qui
signifie que la dormance de la masse tumorale peut potentiellement coexister avec une
dormance cellulaire cancéreuse (Braumiller et al.,, 2013). Certains ont méme émit
I’hypothése que cette dormance cancéreuse cellulaire précederait en fait la dormance de la

masse tumorale.

3.2.2. Dormance cellulaire cancéreuse

Alinverse de la dormance de la masse tumorale, la dormance cellulaire cancéreuse implique
un arrét du cycle cellulaire et une réduction de la mortalité. Les microtumeurs restent ainsi
cliniguement indétectables car les cellules cancéreuses ne proliferent plus. C'est ce modele
de dormance qui a été proposé en premier pour justifier les récidives tardives par Willis, puis
par Hadfield. Ce dernier définit en effet de facon claire et concise ce qu’il entend par cellules
cancéreuse dormante :

« J’ai utilisé le mot « dormante » pour décrire les cellules malignes qui, bien que

restant vivantes dans les tissus pour des périodes relativement longues, ne

présentent aucune preuve de multiplication durant ce lapse de temps, et

pourtant gardent toute leur ancienne et vigoureuse capacité a se multiplier. »

(Trad. de I'anglais a partir de (Hadfield, 1954)).

Dans cette citation, Hadfield souligne un autre point important associé a cette dormance : la
notion de réversibilité. En effet, les cellules cancéreuses dont le cycle cellulaire est arrété ont
le potentiel de se remettre a proliférer a n'importe quel moment, selon les signaux internes
et externes qu’elles regoivent.
Comme pour les autres formes de dormance, la dormance cellulaire cancéreuse peut
concerner la maladie primaire ou métastatique. Plusieurs théories co-existent concernant
I’état dans lequel se trouve ces cellules cancéreuses en dormance : 1) on les retrouve isolées
dans les tissus en tant que cellules uniques ; 2) elles composent une microtumeur compléte ;
3) elles sont localisées au sein d’une tumeur proliférante. Dans tous les cas, la dormance
cellulaire cancéreuse implique I'existence d’une niche avec laquelle les cellules cancéreuses
dormantes interagissent et qui participent a I'entrée, au maintien et a la sortie de cette

dormance.
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La dormance cellulaire cancéreuse peut donc se résumer en quatre caractéristiques
principales (hallmarks) : I'arrét du cycle cellulaire, la réversibilité, la résistance a la mort
(induite par la thérapie et/ou par le systéeme immunitaire), et la dépendance a la niche

(Figure 1.3.7).
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Figure 1.3.7. Les hallmarks de la dormance cancéreuse.

La premiere et principale caractéristique de la dormance cellulaire est I'arrét du cycle
cellulaire. Le cycle cellulaire eucaryote consiste en une séquence de signaux parfaitement
coordonnés et répartis en quatre phases qui aboutit a la division cellulaire. La premiere
phase permet a la cellule de synthétiser I'’ARN messager et les protéines nécessaires aux
étapes suivantes (phase Gap 1 ou Gi) ; la deuxiéme phase consiste en la réplication de I’ADN
(phase de synthése ou S) ; la troisieme phase est une étape d’intense croissance cellulaire et
de synthese de protéines (phase Gap 2 ou G3) ; la quatrieme et derniére phase est I'étape ol
la division cellulaire se déroule (phase de Mitose ou M). Le passage d’une phase a une autre
est unidirectionnel et se base sur une régulation fine par des cyclines et des kinases
dépendantes des cyclines (CDKs). En réponse a des signaux particuliers, comme une
réduction des télomeres ou des dommages a I’ADN irréparables, les points de controle
(checkpoints) présents a l'interface de chaque phase peuvent empécher la progression de la

cellule dans le cycle cellulaire, ce qui aboutit a un arrét de la prolifération (Figure 1.3.8).
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Figure 1.3.8. Le cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est divisé en deux étapes principales : I'interphase qui
comprend les phase Gy, S et Gz, et la phase de mitose M. Chaque étape du cycle cellulaire est régulée finement
par l'interaction de cyclines avec des kinases dépendantes des cytokines (CDK). L’entrée dans la phase G1 est
rendue possible par I'interaction des cyclines D avec les CDK4/6, tandis que la sortie de cette phase vers la
phase S fait intervenir la cycline E et la CDK2. La progression dans le cycle cellulaire nécessite ensuite un
remplacement progressif de la cycline E par la cycline A en gardant le méme partenaire CDK2. Une fois la phase
G2 atteinte, la CDK2 est remplacée par la CDK1 comme partenaire de la cycline A. Le passage de la phase G2 a
la phase M se traduit par une réduction de la cycline A au profit de la cycline B. Ceci permet le passage de la
phase G2 a la phase M. A la fin de la mitose, la cellule a la possibilité de re-rentrer dans le cycle cellulaire, ou
d’entrer dans un état de repos appelé phase GO. A tout moment du cycle cellulaire, si les prérequis pour passer
les points de controles ne sont pas remplis, la division cellulaire peut étre stoppée. Les cellules entrent alors en
arrét cellulaire, qui se traduit biologiquement par I'expression d’un phénotype sénescent ou quiescent.

Sénescence

\2)

L'arrét du cycle cellulaire est un phénoméne requis pour le maintien de I’homéostasie des
tissus. La sénescence et la quiescence sont deux des principaux mécanismes assurant un
controle de la prolifération cellulaire. Bien que différents, ces mécanismes partagent un

certain nombre de caractéristiques communes (Tableau 1.3.1).

Tableau 1.3.1. Comparaison des caractéristiques de la sénescence et de la quiescence

Quiescence

Sénescence

In vitro : privation en sérum, inhibition de
contact, perte d’adhésion

In vivo :facteurs de niche, manque de
facteurs mitogéniques, perte des contacts
cellule/cellules ou cellule/MEC

Driver

Réduction des télomeres, stress lié a la réplication,
Agents de dommages a I’ADN aboutissant a une
réponse au dommage a I’ADN permanentes (DDR).

Marqueurs clés Mp27, p21; cyclines S, cyclines G2/M"

Elargissement, aplatissement, morphologie
granuleuse ; B-gal*; TN p16, p21 ; SAHF ; SASP

Phase du cycle GO G1,G2?
Régulateurs moléculaires CDKis, Rb/E2F switch Composés de la DDR, CDKis, Rb/E2F switch
Réversibilité Oui Possiblement

Résistance aux agents qui ciblent les cellules
en prolifération; échappe au systéeme
immunitaire

Résistance a la mort

Résistance aux agents qui ciblent les cellules en
prolifération ; surexpression des facteurs anti-
apoptotiques
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La sénescence dite réplicative a été découverte dans les années 60 lorsque Hayflick s’est
rendu compte que des fibroblastes humains cultivés in vitro ne pouvaient se multiplier qu’un
nombre limité de fois (Hayflick and Moorhead, 1961). Quelques années plus tard, la mise en
évidence de la réduction progressive de téloméres (une région située a I'extrémité des
chromosomes contenant des séquences répétées et permettant le maintien de I'intégrité de
I'information génétique) a chaque division cellulaire et 'augmentation des dommages a
I’ADN induits lorsque ces télomeéres sont trop réduits expliquerent cet arrét de prolifération
observée in vitro (Olovnikov, 1996). A l'origine, la sénescence est de fait associée au
vieillissement et est considérée comme stable et irrémédiable. D’autres mécanismes de
sénescence n’impliquant pas forcément la réduction des télomeres ont depuis été décrits,
en particulier concernant le cancer. C'est le cas de la sénescence prématurée induite par le
stress (SIPS) qui résulte de I'expression aberrante de certains oncogénes ou de celle induite
par la cytotoxicité liée a la chimiothérapie (Chandeck and Mooi, 2010; Zhao et al., 2004). La
sénescence est associée a une hypertrophie cellulaire, une morphologie irréguliere,
I'apparition de vacuoles, une augmentation de I|’expression des inhibiteurs du cycle
cellulaires p16™“2 et p21°Pl, une activité lysosomale B-galactosidase associée a la
sénescence (SA-B-Gal), ainsi que I'acquisition d’un sécrétome associé a la sénescence (SASP).
De plus, les cellules en senescence se trouvent généralement arrétées en phase G1 ou G2 du
cycle (Mao et al.,, 2012). A priori, I'induction de la sénescence pour lutter contre la
prolifération incontrélée des cellules cancéreuses est une thérapie antitumorale
prometteuse (Ewald et al.,, 2010). Mais contre toute attente, un certain nombre d’études
décrit un effet pro-tumoral des cellules sénescentes. Les composés du SASP sécrétées par les
cellule sénescentes (cancéreuses ou du microenvironnement) semblent ainsi encourager la
prolifération et la motilité invasive des cellules cancéreuse (Coppé et al., 2010).

La quiescence est une autre forme d’arrét du cycle cellulaire. Elle implique I'entrée dans un
état de repos réversible : la phase Go. Dans cet état, les cellules expriment plus fortement un
certain nombre d’inhibiteurs des CDKs tels que p27, p21°P! et p16'™2, Physiologiquement,
des cellules telles que les lymphocytes, les hépatocytes ou encore les cellules souches
résidentes dans les tissus (ex.: cellules satellites dans les muscles) sont maintenues en
quiescence. A tout moment, elles sont capables de sortir de cet état et de se remettre a
proliférer en réponse a divers stimuli dépendants du type de cellule et de la niche dans

laguelle elles se trouvent. Ainsi, les lymphocytes T restent dans un état de quiescence
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jusqu’a qu’a ce qu’ils reconnaissent un antigéne par leur récepteur T et les cellules satellites
ne sortent de leur quiescence que pour régénérer les tissus musculaires endommagés. Par
analogie aux cellules souches résidentes des tissus, les CSC (Box 3.1) ont été associées (et
souvent confondues) avec les cellules cancéreuses quiescentes. Ces deux types de
population jouent un réle dans la maintenance de la maladie résiduelle et la récidive (Meng
et al.,, 2004) et résistent mieux aux traitements et a la destruction par le systéme
immunitaire (Bruschini et al., 2020). Malgré ces points communs, il reste encore a
déterminer si seules les CSC sont capables d’entrer en dormance cellulaire, si la quiescence
peut toucher différentes populations de cellules cancéreuses dont les CSC font parties, ou si

la quiescence induit un phénotype souche.

Les tumeurs sont composées d’une population hétérogene de cellules cancéreuses. Cette
observation, incohérente avec I'idée qu’on se fait de |'origine monoclonale du cancer, a
d’abord été justifiée par I'accumulation progressive de mutations somatiques dans des
cellules différentes, ce qui aboutit a la coexistence de sous-clones multiples. Une autre
explication a cette hétérogénéité serait que les tumeurs soient en réalité des tissus
complexes au sein desquels les cellules cancéreuses se différencient. A la maniére des tissus
normaux, le cancer serait organisé de fagon hiérarchique en sous-populations de cellules
tumorales avec a leur téte les CSC (Figure 1.3.9). Toujours selon cette théorie, seules les CSC
peuvent initier et maintenir une tumeur, alors que le reste des cellules tumorales ne
comprend que des cellules avec un potentiel de réplication et de tumorigenéese limité. Ces
CSC partagent des caractéristiques communes avec les cellules souches classiques, et
notamment leur capacité d’autorenouveélement et de résistance augmentée a I'apoptose —
caractéristiques rappelant les capacités distinctives des cellules cancéreuses. Elles expriment
également des marqueurs souches (ex.: CD133, NANOG, OCT4, SOX2, etc.) et proliferent
lentement. Les CSC ne représentent qu’un sous-ensemble de la population cellulaire
cancéreuse, mais sont capables de recréer totalement I’hétérogénéité phénotypique de la

tumeur initiale aprés avoir été isolées.
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Figure 1.3.9. Hétérogénéité tumorale. L’hétérogénéité tumorale s’explique par différents modeles qui ne sont
pas mutuellement exclusifs. (A) Selon le modéle d’évolution clonale branchée, des cellules tumorales issues
d’un méme ancétre clonal vont pouvoir évoluer en paralléle et subir des mutations indépendantes les unes des
autres ce qui aboutit a la présence de plusieurs sous-clones dans la masse tumorale. (B) Selon le modele de
cellules souches cancéreuses (CSC), une cellule saine (différenciée ou souche) va subir une série de mutations
somatiques qui vont la transformer en CSC. Cette CSC sera capable de se différencier en sous-clone cancéreux
n’ayant pas de propriétés tumorigénique ou d’auto-renouvelement. La masse tumorale sera donc composée de
quelques CSC accompagnées de leurs sous-clones différenciés. De plus, certaines cellules cancéreuses sont
plastiques : elles sont capables de passer d’un état souche a non-souche et inversement.

Encore aujourd’hui I’hypothése des CSC reste controversée (Jordan, 2009). Tout d’abord, si
les CSC sont bien les responsables du maintien de la masse tumorale, tous les cancers
devraient en contenir. Or, bien que leur présence ait été établie dans de nombreux types de
cancers (ex.: leucémie, cerveau, colon, prostate, poumon, pancréas, ovaire, mélanome,
ostéosarcome (Clevers, 2011; Jubelin et al., 2022a; Lapidot et al., 1994; Visvader and
Lindeman, 2008)), d’autres études n’ont pu en observer. Pour autant, I’"hypothese des CSC
peut toujours étre valable si on prend en compte divers aspects. Tout d’abord, I’'absence de
marqueurs universels des CSC empéche de garantir la véracité des résultats négatifs, car
celles-ci pourraient exprimer une signature différente de celles connues pour d’autres
cancer. Ensuite, des observations ont mis en évidence le caractére plastique des CSC (Chaffer

et al., 2011) : elles peuvent passer d’un état souche a un état non-souche et ceci de facon
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réversible. Ainsi, il est possible qu’a un temps donné, les CSC ne soient pas détectables au
sein de la masse tumorale car elles se trouveront dans un état considéré comme non-
souche. Enfin, la comparaison avec les cellules souches normales a certainement créé une
certaine confusion. En lien avec ce qui a été dit précédemment, les CSC doivent étre définies
fonctionnellement (c’est-a-dire vis-a-vis de leur capacité tumorigénique et de

différenciation) plutot qu’en fonction de leur phénotype et de leur fréquence dans les tissus.

Le caractére réversible de la quiescence encourage I’hypothese selon laquelle c’est ce
mécanisme qui est responsable de la dormance cellulaire cancéreuse, et non pas la
sénescence. Cependant, des marqueurs spécifiques de la sénescence ont été mis en
évidence dans les cellules cancéreuses en dormance (Ewald et al., 2010). Il est donc plus
probable que les cellules cancéreuses dormantes, comme c’est le cas pour d’autres étapes
de la progression tumorale, détournent et modifient les mécanismes biologiques naturels au
service de la survie de la tumeur. Dans ce sens, I'aspect irréversible jusqu’alors associé a la
sénescence a été remis en cause a plusieurs reprise (Roberson et al., 2005; Saleh et al.,
2019). De plus, la quiescence et la sénescence partagent des marqueurs tels que p21°r?,
pl6'"™2 et p57. La superposition de ces deux mécanismes au niveau de leur signature
moléculaire et de leur phénotype sous-entend que la quiescence et la sénescence pourraient
étre liées plus étroitement qu’envisagé. Pour aller encore plus loin, la longueur de I'arrét
cellulaire semble avoir un impact sur la profondeur de cette dormance. En effet, des cellules
en quiescence depuis longtemps requiérent des stimulations plus intenses et mettent plus
de temps a ré-entrer dans le cycle cellulaire que des cellules dont I’entrée en quiescence est
plus récente (Kwon et al.,, 2017). Cette difficulté a inverser cet état d’arrét cellulaire
rapproche la quiescence profonde de la sénescence (Fujimaki and Yao, 2020). De fait, il se
pourrait que ces différents mécanismes (quiescence superficielle, quiescence profonde et
sénescence) correspondent en réalité a différents états plus ou moins intense de dormance

cellulaire.

Par définition, la dormance est un état transitoire, puisque toute cellule cancéreuse en

dormance peut potentiellement se réveiller. L’entrée et sortie de la dormance dépendent de
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facteurs intrinseques et extrinséques complexes et méconnus, qui varient a la fois selon le
type de cancer et selon la niche dans laquelle se trouve ces cellules en dormance.

Parmi les mécanismes intracellulaires décrits a ce jour, de nombreuses modifications
génétiques et épigénétiques ont été corrélées au maintien d’un phénotype de dormance.
Par exemple, FBXW?7 inhibe la progression du cycle cellulaire en ubiquitinant la cycline E et c-
Myc, ce qui aboutit a leur dégradation par le protéasome. In vivo, une ablation de ce gene a
entrainé une interruption de la quiescence de cellules cancéreuses du sein (Shimizu et al.,
2019). La surexpression de FBXW?7 dans la lignée d’adénocarcinome pulmonaire A549 a
abouti a l'inhibition de la croissance tumorale dans un modéle de xénogreffes. Cette
surexpression était associée a une augmentation du nombre de cellules en phase Go du cycle
cellulaire (W. Zhang et al., 2019). D’un point de vue épigénétique, les processus impliqués
dans la dormance cancéreuse agissent a un niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel,
traductionnel et post-traductionnel. La méthylation de H3 orchestrée par le récepteur NR2F1
(surexprimé dans les cellules en dormance) entraine une diminution de I’expression de
génes pro-prolifératifs (Sosa et al., 2015). Similairement, la méthylation de I’histone H4 par
la méthyltransférase SMYD5 permet le maintien de la dormance de cellules cancéreuses du
sein ayant métastasées aux poumons (Gao et al., 2014). La dormance cancéreuse peut
également étre régulée par une modification des voies de signalisation, en particulier celles
impliquées dans la réponse au stress et la survie. Ainsi, plusieurs études ont mis en évidence
I'existence d’un ratio p38 MAPK"&"/ERK'®" dans les cellules cancéreuses en dormance, en
particulier dans le cas du cancer de la téte et du cou, et du fibrosarcome (Aguirre-Ghiso et
al.,, 2004, 2003). La protéine p38 MAPK activée permet I'induction de facteurs régulant la
dormance, tel que BHLHB3, NR2F1 ou des inhibiteurs des CDK (ex. : p27, p21), ce qui aboutit
a un arrét réversible du cycle cellulaire (Adam et al., 2009). L'inversion de ce ratio aboutit a
la sortie de la dormance cellulaire cancéreuse.

En plus des facteurs intrinseques, la dormance cancéreuse peut également étre régulée par
I'action du microenvironnement tumoral. Cet aspect est essentiel dans le contexte de la
dormance métastatique et de colonisation de la niche tumorale souvent hostile au
développement. La MEC est un composant acellulaire du microenvironnement tumoral. Une
surexpression de la protéine transmembranaire COL17A1 (composante des
hémidesmosomes et donc impliquée dans I'adhésion a la membrane basale) est associée a

un phénotype dormant dans des organoides de cancer colorectal humain (Ohta et al., 2022).
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Parmi les facteurs solubles qui peuvent étre retrouvés dans la MEC, la protéine BMP-7 et le
facteur de croissance TGF-B2 induisent la quiescence dans de multiples cancers. En plus de la
MEC, le microenvironnement tumoral comprend des composés cellulaires, dont certains
jouent un réle dans le maintien de la dormance. Ainsi, Bartosh et al. ont mis en évidence
I'induction d’'un phénotype dormant (diminution de la tumorigénicité, signature moléculaire
du SASP) lors de la cannibalisation de CSM par des cellules de carcinome mammaire
cultivées en 3D (Bartosh et al., 2016).

De facon générale, ces mécanismes sont réversibles, et impliquent généralement une
modification du microenvironnement tumoral. Les mécanismes qui contrélent la sortie de la
dormance cancéreuse peuvent varier selon la niche qu’occupe les cellules. Ainsi, une
activation de l'angiogenése (Ghajar et al.,, 2013; Qin et al.,, 2016), une inflammation
chronique (Albrengues et al., 2018; Tivari et al., 2018), ou une résorption osseuse par
I’action des ostéoclastes (Lawson et al., 2015) peuvent tout a fait permettre la réactivation
des cellules cancéreuses, la reprise de la prolifération et la (ré)apparition clinique de Ila
maladie. Ces aspects sont discutés plus en profondeur dans la partie 3.2.2.4. Dépendance a

la niche.

La notion de maladie récidivante sous-entend que des cellules cancéreuses sont parvenues a
résister aux traitements. Dans le cas ou cette réapparition de la maladie se fait tardivement,
il est probable que ce soient les cellules cancéreuses dormantes qui aient permis cette
survie, comme le montre des études in vivo (Naumov et al., 2003). La présence de ces
cellules cancéreuses dormantes peut avoir deux origines: soit les cellules dormantes
préexistent dans la tumeur et la thérapie favorise leur sélection, soit la thérapie induit la
transition de cellules cancéreuses proliférantes en cellules cancéreuses dormantes. Cette
derniere hypothése suggére que la dormance puisse étre une stratégie d’adaptation des
cancers aux stress environnementaux (Dhimolea et al.,, 2021). La nature des mécanismes
favorisant cette résistance aux pressions environnementales et a la mort reste a ce jour mal
définie.

L'arrét du cycle cellulaire est le mécanisme de résistance le plus évident. En effet, de
nombreux agents de chimiothérapie largement utilisés en clinique ciblent les cellules en

prolifération. C’'est le cas des agents alkylants (ex.: cisplatine, temozolomide), des
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antimétabolites (ex. : 5-fluorouracil, methotrexate), des anthracyclines (ex. : doxorubicine),
ou des inhibiteurs mitotiques (ex. : docetaxel, paclitaxel). In vitro, I'induction de I'expression
de p21Wafl et p27KPl impliquée dans la sénescence et la quiescence dans des cellules de
lignée d’adénocarcinome a entrainé une diminution de la sensibilité au 5-Fluorouracil, au
cisplatine et a la doxorubicine (Schmidt et al., 2001). In vivo, le taux de CTD de carcinome
mammaire aprés injection en modele murin n’a pu étre réduit par un traitement a la
doxorubicine, entrainant I'apparition de métastases tardives malgré la thérapie (Naumov et
al., 2003).

Les cellules cancéreuses en dormance peuvent également activer des voies de signalisation
associées au stress. C'est le cas notamment de la voie p38 MAPK. Cette protéine est capable
d’induire la réponse aux protéines dépliées (en anglais, unfolded portein response ou UPR)
en réponse au stress du réticulum endoplasmique (RE). Cette forme de stress résulte d’'une
accumulation de protéines mal conformées ou mal repliées dans le RE et 'UPR permet de
restaurer la fonction normale de la cellule en dégradant les protéines mal conformées et en
facilitant le repliement via des protéines chaperonnes (Avril et al., 2017; Hsu et al., 2019).
L'UPR peut faciliter la survie face a un stress (ex.: chimiothérapie) notamment en
augmentant I'expression a la membrane de pompes a efflux (Salaroglio et al., 2017) ou en
favorisant I'induction d’autres mécanismes de résistance comme |’autophagie (Rouschop et
al.,, 2010). l'autophagie est un mécanisme physiologique d’adaptation et de survie, dont
I'activation dépend de la présence de conditions défavorables, tels que le manque de
nutriments. En réponse a ce stress environnemental, la cellule est capable de s’auto-digérer :
le lysosome permet la dégradation et le recyclage des composants intracellulaires. Ceci
permet notamment I’élimination des métabolites toxiques, des organites et des protéines
mal repliées ou endommagées, ou encore I'apport d’une source d’énergie suffisante au
maintien des fonctions vitales. L'un des principaux objectifs de la dormance étant la survie,
c’est sans surprise que les cellules dormantes cancéreuses présentent un taux d’autophagie
supérieur a leurs homologues proliférantes (La Belle Flynn et al.,, 2019; Lu et al., 2008;
Shimizu et al., 2014). L’autophagie permettrait ainsi la dégradation des mitochondries riches
en ROS, qui autrement entraineraient la mort cellulaire (Vera-Ramirez et al., 2018). De plus,
I'inhibition de I'autophagie dans un modele de culture d’ostéosarcome permet d’améliorer

la réponse aux molécules de chimiothérapie (Shimizu et al., 2014).
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Un ratio élevé p38 MAPK/ERK (donc induisant un phénotype dormant) semble favoriser
I'expression de la protéine chaperonne BiP dans des cellules dormantes de carcinome
épidermoide humain. Aprés traitement avec de la doxorubicine, cette surexpression de BiP
inhibe I'activation de Bax, une protéine pro-apoptotique. Ce mécanisme de résistance
semble donc étre induit par la chimiothérapie elle-méme (Ranganathan et al., 2006).

La survie des cellules en dormance pourrait aussi étre médiée par I'’évasion du systéme
immunitaire. Dans un modele de leucémie myéloide dormante, la surexpression de PD-L1
par ces cellules a permis d’éviter la mort induite par les LT cytotoxiques (Saudemont and
Quesnel, 2004). Des cellules de carcinomes pulmonaire et mammaire a prolifération lente
présentent une sous-expression d’ULBP, un ligand activateur des cellules NK, ce qui les
protégeait de la destruction par I'immunité innée (Malladi et al., 2016). Enfin, la niche
colonisée par les cellules cancéreuses en dormance pourrait étre immuno-supressive (Zou et
al.,, 2004), ou cette immunosuppression pourrait étre induite par les cellules cancéreuses
dormantes elles-mémes (Baldominos et al., 2022). Récemment, Baldominos et al. ont mis en
évidence que des cellules dormantes de cancers triple négatifs étaient non seulement plus
résistantes aux attaques cytotoxiques des cellules T, mais qu’elles étaient en plus capables,
lorsqu’elle se regroupaient, de former une niche limitant l'infiltration immunitaire et
contenant des fibroblastes immunosuppresseurs, des cellules T dites épuisées (qui ont
perdues leur capacité effectrice et ne sont plus que faiblement ou pas du tout cytotoxiques)
et des cellules dendritiques dysfonctionnelles (Baldominos et al., 2022). La niche joue donc

un réle primordial dans la résistance a la mort des cellules cancéreuses en dormance.

Emprunté du domaine de I'écologie, le terme « niche » a été utilisé pour la premiere fois
dans le domaine de la biologie animale par Raymond Schofield en 1978 lorsqu’il a émis
I'hypotheése qu’un environnement particulier — la niche — régule étroitement la
différentiation et la prolifération des CSH (Schofield, 1978). Dans le contexte du cancer, et en
particulier des CTD et de la maladie métastatique, cette niche correspond a un
environnement spécialisé qui peut se trouver dans différents organes et qui, selon sa
composition, permet la colonisation des cellules tumorales et leur prolifération ultérieure,
ou a l'inverse le maintien de ces CTD dans un état de dormance. Dans le dernier cas, on parle

de niche dormante. Bien que la nature précise de ces niches dormantes, que ce soit au
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niveau de leur localisation et de leur composition, ne soit pas précisément définie a ce jour,
deux types de niches ont été particulierement étudiés : les niches périvasculaires d’organes
fréquemment ciblés par les métastases (poumons, moelle osseuse/os) et la niche endostéale
(Figure 1.3.10).

De multiples études suggerent que des mécanismes microenvironnementaux régulant la
dormance endogéne sont détournés par le cancer. En effet, les CTD issues de divers types de
cancer empruntent des mécanismes de régulation de la prolifération normalement utilisés
par les CSH. Par exemple, la signalisation par la chimiokine CXCL12 joue un réle primordial
dans la colonisation et la quiescence des CSH. La surexpression du récepteur CRCR4 qui lie
CXCL12 par les cellules cancéreuses permet a ces derniéres d’envahir le tissu osseux ou des
facteurs environnementaux permettront leur entrée en dormance (Price et al., 2016;
Shiozawa et al., 2011). L'os contient plusieurs niches qui peuvent toutes étre habitées par les
CTD en dormance. La niche endostéale comprend des CSM, des ostéoblastes, des
ostéoclastes et des macrophages. Chacun de ces types cellulaires peut jouer un réle direct
ou indirect dans I'induction et la sortie de la dormance, et le remodelage osseux semble étre
impliqué. Ainsi, les ostéoblastes semblent favoriser 'initiation et le maintien de la dormance
(Mayo et al., 2021; Yu-Lee et al., 2018), tandis que I’activité ostéoclastique serait capable de
réactiver la prolifération des CTD (Lawson et al., 2015). Différents facteurs sécrétés par ces
deux types de cellules ont été décrits comme responsables du controle de cette dormance
cancéreuse. Les cellules dormantes de myélome semblent notamment préférer coloniser
I’endosteum recouvert d’ostéoblastes sécrétant du COL-l, alors que leurs alter-egos
proliférantes s’installent loin de la surface osseuse (Lawson et al., 2015). Dans le cas de la
leucémie, les cellules tumorales dormantes préférent se disséminer au niveau de zones
riches en OPN, une molécule exprimée par les ostéoblastes (Boyerinas et al., 2013). D’autres
protéines sécrétées par les ostéoblastes, comme le BMP7, Wnt5a, ou encore le TGF-p2,
semblent également induire la dormance de cellules du cancer de la prostate (Kobayashi et
al., 2011; Ren et al., 2018; Yu-Lee et al., 2018). A l'inverse, la résorption osseuse, menée par
les ostéoclastes, induirait la sortie de cet état de dormance, par le remodelage de la MEC par
la MMP-9 et par le relargage de TGF-B1 activé par les ostéoclastes (Albrengues et al., 2018;
Cackowski et al., 2010; Tivari et al., 2018).

Bien que la dormance cancéreuse ait été particulierement étudiée au niveau des niches

endostéales et périvasculaires osseuses, il est probable que d’autres environnements
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périvasculaires puissent également accueillir les CTD et influer sur leur dormance. C’est en
tout cas ce que montre Ghajar et al. en injectant des cellules du cancer du sein dans des
souris : les CTD se localisent préférentiellement dans les réseaux microvasculaires du sein,
de la moelle osseuse et du cerveau. L'imitation in vitro des niches microvasculaires de deux
de ces organes (poumon et moelle osseuse) a mis en évidence la sécrétion de TSP-1 par les
cellules endothéliales, une molécule qui induit la dormance. L’action pro-dormance du TSP-1
ne s’avere étre cependant efficace que dans le cas d’un réseau vasculaire stable. En effet, la
néovascularisation entraine une reprise de la prolifération des cellules cancéreuses en
dormance. Cette angiogenése bourgeonnante est associée a une augmentation de
I’expression de périostine et de TGF-B1 par la tip cell du nouveau vaisseau sanguin. Enfin, le
traitement de cellules cancéreuses avec ces protéines a entrainé une explosion de la
croissance tumorale, ce qui souligne le réle que joue la périostine et le TGF-B1 dans la sortie

de la dormance cancéreuse (Ghajar et al., 2013).
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Figure 1.3.10. Réle des niches dans le contrdle de la dormance des cellules tumorales disséminées. Différentes
niches dans différents organes ont été décrites dans le contexte du cancer. Le tissu osseux comprend plusieurs
niches dont la niche endostéale qui joue un réle prépondérant dans I'induction, le maintien et la sortie des
cellules tumorales disséminées. En particulier, les ostéoblastes favorisent la dormance cancéreuse via la
sécrétion de facteurs tels que GAS6, TGFB2, BMP-7, collagéne I, 'OPN ou encore Wnt5a. A l'inverse, la
résorption osseuse par les ostéoclastes réactive la prolifération de ces cellules cancéreuses en dormance via la
sécrétion de TGFB1 et de MMP-9. Les cellules endothéliales de la niche périvasculaire osseuse maintiennent
cette dormance en sécrétant de 'ANG-1 et du GAS6. Des niches périvasculaires localisées dans d’autres
organes comme les poumons et le cerveau peuvent également accueillir des cellules tumorales disséminées.
Au niveau pulmonaire, la déstabilisation de la structure vasculaire (qui se traduit notamment par le
bourgeonnement des vaisseaux) induit la sortie de la dormance cancéreuse. Les cellules endothéliales peuvent
également sécréter des facteurs pro-dormance (TSP1, et probablement BMP-4) et anti-dormance (périostine,
TGFB2). Au niveau du cerveau, il est possible que, comme elles le font pour les cellules souches neuronales, les
cellules endothéliales induisent la quiescence des cellules tumorales via I'Ephrin B2.
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Ainsi, il ne parait pas aberrant d’envisager que certains des facteurs impliqués dans
I'induction et la sortie de la dormance cancéreuse soient dépendants du type de tissu ou se
localisent les cellules cancéreuses. De fait, il est primordial de bien comprendre et distinguer
les mécanismes de contréle de la dormance spécifiques d’un tissu de ceux plus universels, et

beaucoup reste encore a faire et a découvrir sur ce sujet.

Dans ce sens, |'objectif de cette these s’est divisé en deux partie. Dans un premier temps, la
caractérisation morphologique de différentes lignées cellulaire cultivées en 3D a permis
d’établir une méthode de culture adaptée a la génération de sphéroides répétables. Dans un
second temps, cette méthode de de culture a été utilisée pour étudier des processus

propres au cancer, comme la résistance aux traitements et la dormance cancéreuse.
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CHAPITRE 1. LISTE DES PRODUITS COMMERCIAUX

1. LISTE DES PRODUITS COMMERCIAUX ‘

Tableau II.1.1. Liste des produits commerciaux

NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR
CULTURE CELLULAIRE

143B 91112502 ECACC

A549 CCL-185 ATCC

Caco-2 86010202 Sigma-Aldrich
DU145 HTB-81 ATCC

HT29 HTB-38 ATCC

LnCaP 89110211 ECACC

MG-63 CRL-1427 ATCC
MNNG/HOS CRL-1547 ATCC

PC3 CRL-1435 ATCC

SAOS-2 89050205 ECACC

U251 09063001 Sigma-Aldrich
u20s HTB-96 ATCC

Tampon PBS de Dulbecco PBS CSIPBS01-01 | Eurobio Scientific
Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM L0106-500 Dominique Dutscher
McCoy’s 5A (Modified) Medium McCoy’s 5A P04-05500 PAN biotech
Ham's F-12K (Kaighn's) Medium F12-K 21127-022 Gibco

Roswell Park Memorial Institute 1640 | RPMI L0O501-500 Dominique Dutscher
Medium

Sérum de Veau Foetal SVF CVFSVF00-01 | Eurobio Scientific
Pyruvate de sodium 100 mM 11360070 Gibco
L-Glutamine 200 mM (100X) L-Glutamine 25030-024 Gibco

0,05% Trypsine EDTA (1X) Trypsine 25300-054 Gibco

Flacon de culture cellulaire 25 cm? T25 353109 Falcon

Flacon de culture cellulaire 75 cm? T75 353136 Falcon

Boite pour culture cellulaire 100x20mm Boite de pétri | 353003 Falcon

Plaque 6-puits adhérente 3506 Corning Costar
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NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR

CULTURE CELLULAIRE (SUITE)

Plaque 96-puits adhérente 3599 Corning Costar

Plague 96-puits faible-adhérence fond 3474 Corning Costar

plat

Plague 96-puits faible-adhérence fond 174926 Thermo Scientific

arrondi

Plaque 384-puits faible-adhérence 4116 Corning Costar

Méthylcellulose HSC001 R&D System

Geltrex™ LDEV-Free Reduced Growth | Geltrex™ A14132-02 Gibco

Factor

NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR

IMMUNOCYTOLOGIE

Vybrant™ DiD Cell-labeling Solution DiD V22887 Invitrogen

Hoechst 33342, trihydrochloride, | Hoechst H3570 Invitrogen

trihydrate

LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit LIVE/DEAD™ | R37601 Invitrogen

HistoCore SPECTRA H&E Staining System | HE S1-800s 3801656 Leica
/3801656CN

Disposable Base molds 7x7x5 mm Cytoblock M475-1 Simport

Advanced Adhesive Slide Lame 9618 TissueTek Sakura

Cryomatrix™ 6769006 Epredia

NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR

TRAITEMENT

MISSION® esiRNA ETV4 SiETV4 EHUO069441 Merck

MISSION® esiRNA HELLS SiHELLS EHUO075091 Merck

MISSION® esiRNA ITGA6 SilTGA6 EHU088861 Merck

MISSION® esiRNA MCM4 siMCM4 EHU081181 Merck

MISSION® esiRNA PRKDC siPRKDC EHU123791 Merck

MISSION® esiRNA RAD21 siRAD21 EHU108911 Merck

MISSION® esiRNA UBE2T siUBE2T EHUO013731 Merck

MISSION® esiRNA KIFF11 siKIFF11 EHU019931 Merck

98 |




PARTIE Il - MATERIEL ET METHODES

CHAPITRE 1. LISTE DES PRODUITS COMMERCIAUX

NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR
TRAITEMENT (SUITE)
MISSION® esiRNA eGFP SiEGFP EHUEGFP Merck
Lipofectamine™ RNAIMAX 13778075 ThermoFisher
Opti-MEM™ | 31985062 ThermoFisher
Doxorubicine Hydrochloride CRS Doxorubicine | D2975000 Sigma Aldrich
NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR
BIOLOGIE MOLECULAIRE
NucleoSpin RNA Plus 700984 Macherey-Nagel
NucleoSpin RNA Plus XS 740990 Macherey-Nagel
PanCancer Human 10 360™ NanoString
Technologies
Hs_GAPDH_1_SG GAPDH QT00079247 | QIAGEN
HS_RPLPO_1_SG RPLPO QT00075012 | QIAGEN
OneScript RT Mix with g/DNAOut 0OZYA012-100 | Ozyme

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix SYBR A25741 Applied biosystems
NOM ABREVIATION | REFERENCE FOURNISSEUR
BIOCHIMIE

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay J2380 Promega
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2. CULTURE CELLULAIRE ‘

2.1. Lignées cellulaires et milieu de culture

Les lignées d’ostéosarcome MNNG/HOS, 143B, MG-63, SA0S-2, U20S, les lignées
d’adénocarcinome prostatique PC3, LnCaP, DU145, la lignée d’adénocarcinome pulmonaire
A549, la lignée de glioblastome U251 et les lignées de carcinome colorectal Caco-2 et HT29
proviennent de différents fournisseurs décrits dans le tableau Il.1.1. La lignée
d’ostéosarcome SISA-1 a été donnée gracieusement par le Pr. S. Mittnacht de I'University
College of London. Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées a 37°C, a 5% de CO; et dans
un environnement saturé en humidité. De plus, les lignées ont été testées régulierement
pour les mycoplasmes.

En condition monocouche adhérente, les lignées MNNG/HOS, 143B et MG-63 ont été
cultivées dans du milieu DMEM a 4,5 g/L de D-glucose et 0,11 g/L de pyruvate de sodium,
complété par 5% de SVF et 2 mM de L-Glutamine. Les lignées DU145, U251 et Caco-2 ont été
cultivées dans du milieu DMEM a 4,5 g/L de D-glucose et 0,11 g/L de pyruvate de sodium et
complété avec 10% de SVF et 2 mM de L-Glutamine. Les lignées SAOS-2, U20S et HT29 ont
été cultivée dans du milieu McCoy’s 5A complété avec 10% de SVF et 2 mM de L-Glutamine.
La lignée SJSA-1 a été cultivée dans du milieu RPMI complété avec 10% de SVF et 2 mM de L-
Glutamine. La lignée LnCaP a été cultivée dans du milieu RPMI complété avec 10% de SVF, 2
mM de L-Glutamine et 1mM de pyruvate de sodium. Les lignées A549 et PC3 ont été
cultivées dans du milieu F12-K complété avec 10% de SVF et 2 mM de L-Glutamine. Les
références des lignées cellulaires et des milieux de culture ainsi que leurs compléments sont

disponibles dans le tableau 11.1.1.

2.2. Culture 2D

Les lignées cellulaires étaient entretenues en monocouche adhérente dans des flacons de
culture T25 ou T75. Lorsque les cultures atteignaient 90% de confluence, elles étaient
passées selon les protocoles classiques d’entretien cellulaire. Dans le cas de la comparaison
de prolifération entre les cultures 2D et 3D et de la transfection transitoire avec des siRNA,

les cellules concernées ont été cultivées dans des plaques de culture a 12- et/ou 96-puits.
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2.2. Culture 3D

En condition de culture 3D, les sphéroides ont été générés en plaque de culture 96-puits a
fond plat, 96-puits a fond arrondi ou 384-puits a fond arrondi. Trois méthodes de cultures 3D

ont été employées : le LOT, le HD et les matrices 3D.

2.2.1. Culture en LOT

Apres avoir été détachées de leur support de culture, les cellules ont été re-suspendues dans
leur milieu de culture complet et ensemencées en plaque de culture a puits multiple a faible
adhérence a raison de 20 000 cellules dans 100 pL par puits pour les plagues 96-puits ou
dans 50 pL par puits pour les plagues 384-puits. Aprés 1 jour de culture, 50 uL ou 25 uL de
milieu complet a été ajouté dans les puits des plaques 96-puits ou 384-puits respectivement.

Le milieu de culture a été changé tous les 2 a 3 jours en remplagant les 2/3 du volume.

2.2.2. Culture en HD

Apreés avoir été détachées de leur support de culture, les cellules ont été re-suspendues dans
leur milieu de culture complet a une concentration de 1 x 10° cellules/mL. Une solution de
méthylcellulose préalablement diluée au % avec du milieu de culture complet a ensuite été
ajoutée a la suspension cellulaire avec un ratio 1:4 méthylcellulose:suspension
(concentration finale de la méthylcellulose : 0,1X). Des gouttes de 25 uL de la suspension
cellulaire ont ensuite été distribuées a l'intérieur du couvercle d’une boite de pétri de
culture (20 000 cellules/gouttes). Du PBS a été ajouté au sein de la boite de culture afin
d’éviter I'assechement des gouttes et le couvercle a été repositionné normalement. Les
gouttes ont été incubées dans cette position inversées pendant 24h a 37°C, avant d’étre
transférées a raison d’une goutte par puits dans une plague 96-puits ou 384-puits a faible-
adhérence. 125 plL ou 50 uL de milieu complet a été ajouté dans chaque puits de la plaque
96-puits ou 384-puits respectivement. Le milieu de culture a été changé tous les 2 a 3 jours

en remplacant les 2/3 du volume.
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Apres avoir été détachées de leur support de culture, les cellules ont été re-suspendues dans
leur milieu de culture complet a une concentration de 0,83 x 10° cellules/mL. Une solution
de Geltrex™ préalablement diluée au % avec du milieu de culture complet est ensuite ajouté
a la suspension cellulaire avec un ratio 1:24 Geltrex™:suspension (concentration finale de
Geltrex™: 0,02X). Des gouttes de 25 pL de la suspension cellulaire ont ensuite été
distribuées a [l'intérieur du couvercle d’une boite de pétri de culture (20000
cellules/gouttes). Du PBS a été ajouté au sein de la boite de culture afin d’éviter
I’'assechement des gouttes et le couvercle a été repositionné normalement. Les gouttes ont
été incubées dans cette position inversées pendant 24h a 37°C, avant d’étre transférées a
raison d’une goutte par puits dans une plaque 96-puits ou 384-puits a faible-adhérence.
125puL ou 50uL de milieu complet a été ajouté dans chaque puits de la plaque 96-puits ou
384-puits respectivement. Le milieu de culture a été changé tous les 2 a 3 jours en

remplacant les 2/3 du volume.
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3. MARQUAGE CELLULAIRE ET IMAGERIE ‘

3.1. Coloration de cellules vivantes
3.1.1. Marquage de la membrane cellulaire avec un colorant fluorescent lipophile

A J0, les lignées cellulaires ont été marquées avec le colorant lipophile Vybrant™ DiD Cell-
labeling Solution selon les recommandations du fabricant. Aprés comptage cellulaire et re-
suspension des cellules a une densité de 1 x 108 cellules/mL dans du milieu de culture sans
sérum, les cellules ont été incubées avec 5 puL de suspension cellulaire (dilution au 1:200)
pendant 10 minutes a 37°C, avant de subir trois lavages successifs avec du milieu sans
sérum. Le colorant DiD étant utilisé comme un marqueur de prolifération sur un minimum
de 15 jours de culture, les cellules marquées ont été manipulées a I'abri de la lumiére directe
afin de préserver au maximum la fluorescence. Dans ces conditions, les intensités de
fluorescence restent stables dans le populations cellulaires ne se divisant pas, alors qu’elles
diminuent de moitié a chaque mitose dans les populations cellulaires se divisant (Jensen,

2012).

3.1.2. Marquage nucléaire des cellules vivantes

Afin de compter par microscopie le nombre de cellules totales et/ou le nombre de cellules
positives au DiD, les cellules ont été marquées a I’'Hoechst, un colorant perméant qui se fixe
a I’ADN et fluoresce dans le bleu (excitation : 350 nm ; émission : 461 nm). Une solution
stock a 0,01 pg/mL (1:5000) dans du PBS a été préparée extemporanément. 50 pL de cette
solution stock ont été ajoutés aux 100 uL de milieu contenu dans les puits des plaques de
cultures. Les cellules ont été incubées avec le colorant pendant 30 minutes a 1 heures a 37°C
et a I'abri de la lumiere. Avant d’étre imagées, les cellules ont été rincées et recouvertes de

milieu de culture neuf.
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3.1.3. Détection de la viabilité cellulaire par marquage au LIVE/DEAD™

La coloration avec le LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit permet de discriminer les cellules vivantes
des cellules mortes grace a deux molécules : la calcéine AM qui est un colorant cellulaire
perméant qui émet une fluorescence dans le vert lorsque convertie en calcéine
(excitation : 488 nm ; émission : 515 nm) par l'activité estérase intracellulaire des cellules
vivantes ; le BOBO-3 lodide qui est un colorant cellulaire non perméant ne pouvant donc
pénétrer que dans les cellules dont la membrane cellulaire est compromise, et qui fluoresce
dans le rouge en se liant a I’ADN (excitation : 570 nm ; émission : 602 nm).

Dans un premier temps, le surnageant des cellules cultivées en 2D ou 3D a été retiré, les
cellules ont été lavées et resuspendues dans 25 pL de milieu. Puis, les sondes fluorescentes
ont été mélangées en ajoutant 1 mL de Calcéine AM 1 uM a un tube contenant 1 uL de
BOBO-3 lodide afin d’obtenir une solution de travail a 2X. 25 ulL de cette solution a 2X ont
été ajoutées a chaque puits dans les deux heures aprés sa préparation. Apreés 15 minutes
d’incubation a température ambiante (20-25°C) et a I'abri de la lumiere, les cellules sont

imagées par microscopie a fluorescence.

3.2. Histochimie

3.2.1. Préparation des cytoblocks

Afin d’observer par microscopie les parties internes des cellules cultivées en 3D, les
sphéroides ont été inclus dans du Cryomatrix™. Le montage a été plongé dans le
I'isopentane refroidi a I'azote liquide (snap-freeze) et le cytoblock congelé a été conservé a
-80°C jusqu’a ce qu'’il soit coupé par microtome.

Les coupes au microtome des cytoblocks ont été réalisées dans un cryostat dont la chambre
était a -20°C. Les coupes de 3 a 6 um d’épaisseur ont été déposées sur des lames de

microscopie avant d’étre colorées et montées.
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3.2.2. Coloration histochimique HE

Les coupes ont été marquées a I’hématoxyline et a I’éosine (HE), qui colorent le noyau et la
matrice respectivement. Les coupes ont été exposées pendant 1 minute 30 a ’lhématoxyline,
avant d’étre rincées abondamment a I'’eau courante (agent bleuissant). Puis, les coupes ont
été plongée pendant une minute dans I'éosine. Le colorant en surplus a été rincé a I'eau
courante.

Les lames ont ensuite été rincées avec de I'alcool 100% deux fois, puis plongé dans un bain

de xyléne 3 fois avant d’étre montées.

3.2. Microscopie

Les cellules vivantes ont été imagées avec le microscope Operetta CLS High-Content Analysis
System de Perkin EImer. Les images ont ensuite été analysées via le logiciel Harmony.
Les lames des coupes de sphéroides ont été imagées avec le microscope Nikon Eclipse Ni-U5

utilisé en lumiere blanche.
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4. TRAITEMENTS DES CELLULES ‘

4.1. siRNA et transfection transitoire

La gamme MISSION® esiRNA de Merck a été utilisée pour la sous-expression transitoire de
génes humains. Ces siRNA sont composés d’un mélange hétérogeéne de siRNA qui ciblent des
séquences différentes du méme ARNm. Ceci permet de n’utiliser que des faibles
concentrations de chaque siRNA individuel et donc de réduire les effets sur des cibles non
désirées. Les siRNA visant les genes d’intéréts suivants ont été utilisés : siETV4, siHELLS,
silTGA6, siMCM4, siPRKDC, siRAD21 et siUBE2T. Les siRNA siKIFF11 et siEGFP ont été utilisés
comme controdles positif et négatif respectivement.

Les cellules ont été transfectées avec I'agent de transfection Lipofectamine™ RNAIMAX et le
milieu OptiMEM®. La transfection a été réalisée par transfection inverse (transfection et
ensemencement simultanés) selon les recommandations du fournisseur, soit avec 10 nM de
siRNA pour les conditions de traitement individuelles, soit avec un mélange a 2 nM de siRNA
pour la condition Pool (SiHELLS + siMCM4 + siPRKDC + siRAD21 + siUBE2T).

La sous-expression des génes traités avec les différents siRNA a été validée par RTgPCR.

4.2. Chimiothérapie

Pour la comparaison de la sensibilité aux traitements entre les cultures 2D et les cultures 3D,
les cellules MNNG/HOS cultivées en 2D ou en 3D ont été traitées pendant 72h avec des
concentrations de doxorubicine allant de 0,001 uM a 100 uM.

Pour la comparaison de la sensibilité aux traitements en fonction de la sous-expression des
genes, les cellules MNNG/HOS cultivées en 2D ont été traitées pendant 48h avec une
concentration de doxorubicine de 0,8uM.

Pour toutes les expériences, les cellules ont été traitées une unique fois, un jour apres leur

ensemencement.
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5. BIOLOGIE MOLECULAIRE ‘

5.1. Extraction, quantification et reverse transcription de 'ARN

L’ARN total des cellules MNNG/HOS cultivées en 2D a été extrait avec le kit NucleoSpin RNA
Plus de Macherey-Nagel par purification sur colonne selon les recommandations du
fabricant. La concentration en ARN a été mesurée a |'aide d’un NanoDrop One.

La reverse transcription des ARN en ADNc a été réalisée avec le kit OneScript RT Mix with
g/DNAOut d’Ozyme selon les recommandations du fabricant avec I'aide d’un thermocycleur

MyCycler™ de chez Bio-Rad®. 100 ng d’ARN ont été rétro-transcrits par échantillon.

5.2. qPCR

La sous-expression des génes ETV4, HELLS, ITGA6, MCM4, PRKDC, RAD21 et UB2ET a été
évaluée par gPCR. Les séquences des amorces sens et anti-sens ciblant chacun de ces génes
ont été congues sur le site Primer BLAST du NCBI. Les amorces ont été synthétisées par
Sigma-Aldrich®. Les séquences sont décrites dans le Tableau 11.4.1. Les réactions de gPCR ont
été réalisées avec le kit SYBR™ d’Applied biosystem. Les conditions de cycle de chauffage
comprenaient 40 cycles divisés en une étape de dénaturation a 95°C pendant 1 secondes et
une étape d’hybridation a 60°C pendant 30 secondes. Le coefficient d’extinction € a été
calculé selon la formule: &= 100 * (272ACtCTRL — 272ACtEXP). Le changement de
I’expression des génes a été obtenu par normalisation avec les genes de ménages RPLPO et

GAPDH commercialisé par QIAGEN.

Tableau I1.5.1. Séquences des amorces

Géne Amorces
ETVA Sens : 5 CACCTTCAGCAGCAAATCGC 3’

Antisens : 5" GATCTTCAGAGTCGAGGGGC 3’

HELLS Sens : 5" CATGCACAGCTTCAACACGG 3’
Antisens : 5 ATCCGACTGGGGGTTCCAAT 3’

ITGAG Sens : 5’ TGCCAGCAAGGTGTAGCAG 3’
Antisens : 5" CTCTACACGAACAATCCCTTTCCA 3’

MCM4 Sens : 5" CAACGGCATCTGCTGTATCG 3’
Antisens : 5" CTGACAGATGATCCCAGCCTTT 3’
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Tableau I1.5.1 (suite). Séquences des amorces

Géne Amorces

Sens : 5" TGCCCCTCATCAGTGGTTTC 3’

PRKDC Antisens : 5" ACTCTTTGGACTAACTCCCTCG 3’

Sens : 5" ACTACTTTGGATCTGGCACCG 3’

RAD21 Antisens : 5° GACAGCGTGTAAAGAGCTTCAG 3’

Sens : 5" ATTGCCACCAAAAGGTGCTTG 3’

UBE2T Antisens : 5" CAGGGTTGGGTTCTGACATGA 3’

5.3. Nanostring™

L’ARN des cellules MNNG/HOS DiD" et DiD* a été extrait avec le kit NucleoSpin RNA Plus XS
de Macherey-Nagel immédiatement aprés I'isolement des cellules d’intérét a la suite du tri
cellulaire par cytométrie en flux. La concentration en ARN a été quantifiée sur un NanoDrop.
Pour procédez a I'analyse Nanostring™, 50 ng d’ARN dans un volume maximum de 5 pL
étaient nécessaires par échantillon.

Afin d’analyser les différences d’expression géniques entre les cellules tumorales DiD™ et
DiD* le panel Nanostring™ PanCancer Human 10 360™ a été sélectionné. Ce panel permet
d’évaluer le niveau d’expression de 770 ARNm différents, décrits comme impliqués dans la
croissance tumorale, les réponses immunitaires et I'effet du microenvironnement tumoral.
L’hybridation des sondes de capture et rapporteuses avec les ARN cibles a été réalisée selon
les recommandations du fabricant. La solution contenant les échantillons d’ARN et les
sondes a été placée dans un thermocycleur a 65°C pendant au moins 16 heures.

A la suite de I'hybridation, les échantillons ont été placés dans un automate, l'instrument
nCounter Prep Station, pour que les sondes et les ARNm en exces soient éliminés. Les
échantillons ainsi purifiés ont alors été chargés sur une cartouche ou ils ont pu se fixer via la
biotine de la sonde de capture.

Les échantillons fixés sont ensuite chargés dans un second automate, le nCounter Digital
Analyzer, qui est un scanner a épifluorescence a plusieurs canaux. L’automate a pris autant
d’images que de sondes rapporteuses détectées. Ces images ont alors été converties en
valeurs numériques pour 'analyse.

Les données obtenues ont été analysées via le logiciel Nanostring’s nSolver Analysis

Software avec lequel des tests statistiques ont été réalisés.
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6. BIOCHIMIE ‘

6.1. Mesure de la mortalité par relargage LDH

Le LDH (Lactate dehydrogenase) est un composé relargué dans le milieu de culture par les
cellules dont la membrane est endommagée. Son dosage a été réalisé avec le kit LDH-Glo™
Cytotoxicity Assay de Promega.

5 uL du surnageant (échantillon 1X) des cellules ont été prélevés juste avant le marquage de
ces derniéres avec le colorant LIVE/DEAD™. Ce surnageant a été dilué au 1/208me
(échantillon 0,05X) dans du PBS et 10 pL de cette solution au 0,05X a été ajouté a 15 uL de
LDH Storage Buffer et 25 uL d’Enzyme Mix fournit dans le kit. Chaque échantillon a été
déposé dans le puits d’'une plague blanche a fond opaque. La plaque a été incubée a I’abri de
la lumiére pendant 1 heure a température ambiante. Puis, la luminescence a été mesurée a
I'aide d’un lecteur de plague VICTOR Nivo de Perkin Elmer. La concentration en LDH a été
comparée a une gamme étalon faite en paralléle afin de s’assurer que les valeurs obtenues a

partir de échantillons se trouvent bien dans la phase linéaire de I'essai.
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7. TESTS STATISTIQUES ‘

Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism v7.0. Les tests
sélectionnés sont précisés dans la légende de chaque figure ou ils ont été appliqués.

Pour I'analyse de I'expression différentielle des génes du Nanostring™, les tests statistiques
ont été réalisés avec le logiciel nSolver de Nanostring™.

Les tests avec p<0,05 sont considérés comme significatifs.
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1. COMPARAISON DE METHODES DE CULTURE 3D EN
MILIEU LIQUIDE POUR LA GENERATION DE

SPHEROTDES REPETABLE§ ET LE CRIBLAGE DE
MOLECULES DE CHIMIOTHERAPIE

Le développement de thérapies est un procédé en plusieurs étapes qui commence avec la
découverte et le développement de candidats médicaments, et qui doit passer par des
phases successives de recherche clinique et pré-clinique avant que le produit final puisse
étre approuvé par les autorités compétentes. Ce processus peut prendre plus de 10 ans et
colter des milliards de dollars dans le cas des médicaments antinéoplasiques (Wouters et
al., 2020). Le fort taux d’échec entre I'étape de recherche clinique et les essais cliniques est
souvent responsable de 'augmentation des colts lors du développement de thérapies. Ceci
pourrait cependant étre partiellement évité en utilisant des modeéles précliniques plus
pertinents, tels que les méthodes de culture en 3D. En effet, un nombre croissance de
preuves souligne 'avantage des modeles de culture 3D pour le criblage de molécules
thérapeutiques par rapport aux traditionnelles cultures en monocouche adhérente (2D)
(Imamura et al., 2015) dans le cas des tumeurs malignes solides. Les sphéroides sont un type
de modeéle 3D ou les cellules cancéreuses s’agrégent pour former une masse multicellulaire
plus ou moins dense. Cette organisation sphérique confére des propriétés aux cellules
cancéreuses habituellement non observées en culture 2D, telles que la génération d’un
gradient de transport, une structure stratifiée, une expression différentielle de génes et de
protéines, et par-dessus tout une variabilit¢ dans la sensibilité aux traitements.
Malheureusement, les cultures 2D leurs sont encore souvent préférées car la génération de
sphéroides répétables peut s’avérer compliquée et, selon les méthodes de culture 3D
employées, ne permettent pas leur utilisation pour des criblages a haut débit.

Dans cette étude, nous avons comparé la capacité de différentes lignées cellulaires a se
développer en sphéroides en culture 3D. La morphologie des sphéroides d’adénocarcinome
pulmonaire (A549), d’adénocarcinome prostatique (LnCaP), d’ostéosarcome (MNNG/HOS) et
de glioblastome (U251) a été comparée en fonction du type de plaque de culture utilisé
(fond plat ou fond arrondi) et de la méthode de culture 3D employée (Liquid Overlay

Technique (LOT) ou Hanging Drop (HD)). De plus, la réponse a I'exposition d’un traitement a
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la doxorubicine des cellules cultivées en 2D ou en 3D a été évaluée. Nous proposons ici un
modele de culture 3D facilement implémentable, permettant la production de sphéroides

homogenes et utilisable pour le criblage de molécules thérapeutiques.

1.1. Toutes les lignées cancéreuses ne sont pas capables de former
spontanément des sphéroides en condition LOT

Dans un premier temps, huit lignées de différents types de cancer ont été cultivées par LOT
en plaque 96-puits a fond plat. Leur capacité a former spontanément des sphéroides a été
évaluée par microscopie dix jours aprés I'ensemencement (Figure Ill.1.1A). Ainsi, les cellules
A549 (adénocarcinome pulmonaire), DU145, LnCaP (adénocarcinomes prostatiques), HT29
(adénocarcinome colorectal), MNNG/HOS (ostéosarcome) et U251 (glioblastome) sont
capables de former des sphéroides, bien qu’ayant des tailles variées. A l'inverse, les cellules
PC3 (adénocarcinome prostatique) ne parviennent pas a s’agréger et se maintiennent en
tapis cellulaire non adhérent. Les cellules Caco-2 (adénocarcinome colorectal), quant a elles,
forment de trés nombreux sphéroides de petite taille restant a proximité les uns des autres
mais ne fusionnant pas. Parmi ces lignées, les parametres morphologiques de six d’entre
elles (A549, DU145, HT29, LnCaP, MNNG/HOS, U251) ont été étudiés (Figure I11.1.1B). Les six
lignées forment des sphéroides dont le diamétre minimum fait environ 500 uM. Les DU145
et les U251 ont produits les sphéroides les plus petits, et les LnCaP les sphéroides les plus
grands. Vis-a-vis de la forme, seule les MNNG/HOS s’agregent en sphéroide dont la rondeur
est en moyenne supérieure a 0,8. Pour toutes les autres lignées, ces conditions de culture ne
permettent pas de produire des sphéroides ronds. Enfin, les lignées A549, DU145, LnCaP et
U251 forment un unique sphéroide par puits, tandis que les MNNG/HOS en forment entre 1
et 2, et que les cellules HT29 en forment entre 1 et 4.

Au-dela de ces parameétres quantitatifs, les différentes lignées évaluées peuvent étre
classées selon des caractéristiques morphologiques qualitatives, a savoir leur capacité a
former des sphéroides, la forme des sphéroides, leur taille et leur densité (Tableau I11.1.1).
Ainsi, parmi les lignées capables de s’agréger dans ces conditions, les cellules DU145, U251,
MNNG/HQOS, Caco-2 et HT29 forment des sphéroides de type rond ou ovoide, tandis que les
sphéroides issus des lignées cellulaires LnCaP et A549 s’apparentent plus a des pseudo-

organoides, c’est-a-dire que ces sphéroides prennent une morphologie plus complexe.
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Figure I1.1.1. Caractérisation morphologique de différentes lignées cellulaires cancéreuses cultivées par LOT
dans des plaques de culture 96-puits a fond plat. A] Des cellules d’adénocarcinome pulmonaire (A549),
d’adénocarcinome prostatique (DU145, LnCaP, PC3), d’adénocarcinome colorectal (HT29, Caco-2),
d’ostéosarcome MMNG/HOS et de glioblastome (U251) ont été cultivées en 3D pendant 10 jours. Barre
d’échelle : 500 um. * : lignées sélectionnées pour la description de la méthode de culture la plus adaptée a la
formation de sphéroides répétables. B] L'aire de la section, le diameétre minimum, la rondeur et le nombre de
sphéroides par puits ont été évalués parmi les lignées cellulaires capables de former des sphéroides d’une taille
>150 um (A549, DU145, HT29, LnCaP, MNNG/HOS, U251).
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De plus, la densité des sphéroides varie en fonction des lignées, et peut étre faible (le
sphéroide présente un aspect clair), intermédiaire (le sphéroide présente un coeur opaque et
une bordure claire) ou élevée (le sphéroide présente un aspect opaque). Les lignées
cellulaires LnCaP et MNNG/HOS produisent des sphéroides ayant une densité intermédiaire,
alors que les sphéroides issus des lignées DU145, U251, HT29 et A549 ont une densité

élevée. Seuls les sphéroides issus des cellules Caco-2 ont une densité faible.

Tableau Il11.1.1. Classification des lignées cellulaires en fonction de leur capacité a former spontanément des
sphéroides et de leurs caractéristiques morphologiques qualitatives.

Cancer Lignée 3D Morphologie Taille Densité
Prostatique PC3 Non | N/A N/A N/A

DU145 Oui Ronde/ovoide Moyenne Elevée

LnCaP Oui Pseudo-organoide Large Intermédiaire
Glioblastome U251 Oui Ronde/ovoide Moyenne Elevée
Ostéosarcome | MNNG/HOS | Oui Ronde/ovoide Large Intermédiaire
Colorectal Caco-2 Oui Ronde/ovoide Petite Faible

HT29 Oui Ronde/ovoide Large Elevée
Pulmonaire A549 Oui Pseudo-organoide Large Elevée

Le parametre 3D correspond a la capacité des lignées a former des sphéroides spontanément par LOT en
plague 96-puits a fond plat. Le parametre morphologie correspond a la forme des sphéroides générés. Le
paramétre taille correspond au diameétre des sphéroides généré (petite : diametre < 150 um ; moyenne : 150
pum < diameétre < 500 um ; large : diamétre > 500 um). Le paramétre densité correspond a la présence d’une
zone sombre (densité élevée : tout le sphéroide est sombre; densité intermédiaire : coeur du sphéroide
sombre, bordure claire ; densité faible : sphéroide clair).

1.2. La forme du support de culture joue un rdle sur 'lhomogénéité des
sphéroides générés

Quatre des lignées étudiées précédemment ont été sélectionnées afin d’améliorer la
répétabilité des sphéroides générés : deux lignées de cancers rares formant des sphéroides
de type rond/ovoide (U251, MNNG/HOS) et deux lignées de cancers communs formant des

sphéroides de type pseudo-organoide (LnCaP, A549). Ces lignées ont été cultivées pendant
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vingt jours par LOT en plague 96-puits soit a fond plat, soit a fond arrondi. La qualité des
sphéroides générés a été évaluée a partir de leurs parametres morphologiques, c’est-a-dire
I'aire de la section de la sphere, le diametre minimum de la spheére, la rondeur de la sphére
et le nombre de sphéroides par puits. Pour cette étude, un sphéroide avec une morphologie
acceptable doit valider les critéres suivants : un diamétre minimum supérieur ou égal a 500
pum, une rondeur supérieure a 0,8 et la présence d’un unique sphéroide par puits.

Pour toutes les lignées, le type de plaque de culture utilisé n’a pas d’impact significatif au
niveau de l'aire de la section ou encore du diametre minimum, bien que les sphéroides
cultivés en fond arrondi tendent a étre plus larges que ceux cultivés en plaque a fond plat.
Dans le cas de la lignée A549, la culture dans des puits a fond arrondi améliore
significativement la rondeur des sphéroides générés, passant de moins de 0,7 pour la
condition fond plat a prées de 0,9 pour la condition fond arrondi 20 jours aprées
I’ensemencement. De plus, la génération d’'un unique sphéroide par puits est rendue
possible lorsque les cellules sont cultivées en plaque a fond arrondi. A l'inverse, la culture en
plaque a fond plat entraine la formation de plus d’un sphéroide par puits et ce, jusqu’a dix
jours apres I'ensemencement (Figure 111.1.2A).

Les sphéroides issus des cellules LnCaP cultivés en fond arrondi présentent eux aussi une
rondeur significativement augmentée. Dans les deux conditions de culture, un unique
sphéroide est obtenu par puits dés le troisieme jour aprés |'ensemencement (Figure
111.1.2B).

Dans la condition fond arrondi, les sphéroides MNNG/HOS voient leur taille (aire de la
section et diamétre minimum) augmenter au cours du temps, alors qu’elle diminue pour la
condition fond plat. Les deux conditions de culture permettent la génération de sphéroides
d’une rondeur supérieure a 0,8, bien que cette rondeur ne soit atteinte qu’a partir du
dixieme jour de culture pour la condition fond plat. Enfin, seule la condition fond arrondi
permet de générer un unique sphéroide par puits dés le premier jour de culture, alors qu’il
faut attendre 7 jours de culture pour la condition fond plat (Figure 111.1.2C).

Dans le cas des cellules U251, la condition fond arrondi permet dans I’'ensemble de générer
des sphéroides plus répétables, que ce soit au niveau de leur taille ou de leur rondeur. De
plus, seule la condition fond arrondi assure la production d’un unique sphéroide sur les 20

jours de culture en LOT dont le diamétre est en moyenne égal a 500 um (Figure 2D).
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De facon générale, la condition en fond arrondi améliore significativement la répétabilité des

sphéroides générés.
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Figure 11l.1.2. Comparaison de I'impact du type de plaque de culture utilisé sur la répétabilité des sphéroides générés par LOT.
Les lignées cellulaires A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251 (D) ont été cultivées pendant 20 jours par LOT en plaque a fond
plat ou a fond arrondi. L’aire de la section, le diamétre minimum, la rondeur et le nombre de sphéroides par puits ont été évalués
par microscopie.
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Lorsque cultivées en plague 96-puits a fond plat, on observe dans la majorité des lignées
étudiées une diminution du nombre de sphéroides par puits au cours du temps. Cette
réduction peut étre due a une désagrégation de certains sphéroides au profit de la
croissance de nouveaux sphéroides, d’une élimination involontaire de certains sphéroides
lors des changements de milieu ou d’une fusion de ces sphéroides. Afin de valider I'une de
ces hypotheses, des sphéroides de cellules MNNG/HOS marquées au DiD ou positives au GFP
ont été déposés au sein d’'un méme puits. Leur devenir a été étudié par microscopie sur 15
jours. A jour 0, on observe deux sphéroides distincts, qui commencent a fusionner a partir du
cinquieme jour. A jour 10, les spheroides DiD* et GFP* ont fusionné en un unique sphéroide
rond qui se maintient a jour 15 (Figure 11l.1.3A). Lorsque leur diamétre de Féret (diameétre
maximum) est mesuré, le diamétre moyen des spheres DiD* et GFP* est d’environ 750 um a
jour 0. Lorsque les sphéroides fusionnent, une augmentation du diamétre maximum est
détectée. Les sphéroides completement fusionnés ont un diametre maximum qui retombe

alors a des valeurs similaires a celles observées a JO (Figure 111.1.3B).
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Figure 111.1.3. Mécanisme de fusion des sphéroides au cours du temps Des sphéroides de cellules MNNG/HOS-
GFP ou MNNG/HOS-DID préalablement développés séparément pendant 1 jour ont été mis en co-culture par
LOT. (A) Image de microscopie des sphéroides en co-culture permettant d’étudier leur comportement sur 15
jours de culture. (B) Mesure du diametre de Féret (diametre maximum) des sphéroides au cours du temps.
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1.3. La concentration d'ensemencement n'a pas dimpact sur la
répétabilité des sphéroides générés, mais influe sur la vitesse
d’'agrégation

Afin de savoir si la concentration d’ensemencement peut jouer sur la répétabilité des
sphéroides générés, les lignées cellulaires A549, LnCaP, MNNG/HOS et U251 ont été
cultivées par LOT soit en plaque 96-puits a fond arrondi, soit en plaque 384-puits a fond
arrondi. Des images de microscopie représentatives pour chaque condition sont présentées
dans la Figure 11l.1.4E et la Figure Supplémentaire 111.3.1. Aucune différence significative n’a
pu étre mise en évidence a jour 10 apres ensemencement entre ces deux types de plaque de
culture, quels que soient le parametre morphologique et la lignée cellulaire (Figure 11l.1.4A-
D). Ceci signifie que le volume de culture n’a pas d’impact sur la répétabilité des sphéroides
générés dans nos conditions expérimentales.

Des cellules MNNG/HOS-GFP ont été ensemencées a différentes concentrations dans des
plaques de culture 96-puits a fond arrondi et cultivées en LOT. Un suivi par microscopie
time-lapse sur quatre jours a été réalisé pour étudier la vitesse d’agrégation des cellules
(Figure 111.1.5). A partir de 36h de culture, la condition d’ensemencement la plus concentrée
(20 000 cellules/puits) présente une morphologie compacte avec des bordures nettes. Les
conditions 10 000 et 5 000 cellules/puits présentent également ce type de morphologie a
partir de 48h de culture. Pour les concentrations d’ensemencement plus faible, il faudra
attendre plus longtemps pour observer une agrégation en sphéroide : la condition a 1 000
cellules par puits forme un sphéroide compact 84h aprés ensemencement, tandis que la
condition a 500 cellules par puits n’y parvient pas dans le temps imparti de I’expérience. Ces
résultats montrent que la concentration d’ensemencement joue un réle dans la vitesse
d’agrégation dans le cas des cellules MNNG/HOS : une plus forte concentration initiale
accélererait la vitesse d’agrégation. A noter que pour les concentrations d’ensemencement
10 000 et 20 000 cellules/puits, la taille du sphéroide formé stagne ou se réduit. A I'inverse,
pour les concentrations plus faibles, ces sphéroides voient leur taille augmenter de facon

constante.

120 |



PARTIE Ill - RESULTATS

A

CHAPITRE 1. DEVELOPPEMENT D’'UN MODELE 3D

Aire de la section Diameétre minimum Rondeur Nombre de sphéroide par puits
2000000 ns 2000 __ns 1.05 ns. 1.10 ns.
e
-]
1500000 £ 1500 1.00 S10s
t s 5 095 * 2
21000000 5 1000 g - g 1.00 —— —EE—
2 k- —— 0.90
< . s N « g
5000004 _—— = a 500 0.85 'E 0.95
=
T 0 0.80 0.90
>
& & & & & & & &
L & 8 & & < « §
B Aire de la section Diamétre minimum Rondeur Nombre de sphéroide par puits
4000000 ns. 2500 ns 1.00 ns. 1.10 ns.
e
=
3000000 = 2000 095 2105
= E é 2
E 3 1500 5 090 b * s
2 2000000 H . g _— T g 10 —— —sns—
£ ‘8 1000 — 0.85
4 P £ ® 4 | e
1000000 — 5 & 40 0.80 'g 0.95
z
0 0 . 075 0.90
° & & & & & & &
E Ey o & E & B o
: Aire de la section Diamétre minimum Rondeur Nombre de sphéroide par puits
800000 . 1100 ns. 1.05. ns 115 ns.
—_— 8
600000 ) g . 1.00 gwe .
E _‘F E | T 5 ——e—_ E S 105
2 400000 2 'g 0.95 - H
£ 2 800 1.00 —t— -
= H 4 ®
200000 & 100 1= 050 g 055
z
0 i 500 ; 0.85 ; . 0.90 i .
& & & & & & & &
B4 & 3 & o & o &
Aire de la section Diamétre minimum Rondeur Nombre de sphéroide par puits
1500000 ns 1500 ns. 11 ns 1.10 ns
—— = 10 <§’ 105
= 1000000 E 1000 — 8
E. ® ; 09 &
= b 'g — o 1.00 _—— —aea—
£ —— K * g o8 b
< 500000 & 500 —= e
3 2095
—_ 0.7
> 4 s
0 0 . 0.6 0.90
R‘)\@ Q"\\" g“\"\ k“\e x"\@ Qo\\., n&‘t Q°\\.,
o« & Ly & L K o &
%)
=
>
o
1
O
)]
%)
=
>
o
1
<
o0
[32]

Figure 11.1.4. Comparaison de I'effet du volume de culture sur la morphologie des sphéroides 10 jours apres
ensemencement. Les caractéristiques morphologiques de cellules A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251
(D) ensemencées en plaque 96-puits ou 384-puits a fond arrondi et cultivées par LOT ont été évaluées par
microscopie. (E) Images de microscopie représentatives de chaque condition. Barre d’échelle : 500 um.
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Figure 111.1.5. Role de la concentration initiale d’ensemencement sur la vitesse d’agrégation. La rapidité avec
laquelle des cellules MNNG/HOS-GFP ensemencées en plaque 96-puits a fond arrondi et cultivées par LOT
s’agregent en sphéroide a été évaluée par microscopie time-lapse pendant 4 jours. Barre d’échelle : 500 um.
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1.4. La méthode de culture en HD n'améliore par la répétabilité des
sphéroides générés par rapport au LOT en plaque a fond arrondi

Dans tous les supports de culture, la technique du HD a permis de générer un sphéroide
unique par puits dont la taille et la rondeur remplissaient les critéres de sélection (diamétre
> 500 um, rondeur > 0,8) et ceci, dés le premier jour en culture (Figure Supplémentaire
111.3.2). Pour autant, aucune différence significative dans la morphologie des sphéroides
générés n’a pu étre mise en évidence entre la culture en HD et la culture en LOT en plaque

96-puits a fond arrondi pour toutes les lignées cellulaires (Figure 111.1.6).

1.5. La culture en 3D diminue la sensibilité au traitement a la
doxorubicine des cellules MNNG/HOS par rapport a la culture en 2D

La comparaison de la viabilité cellulaire entre des cellules cultivées en 2D et en 3D est
fortement limitée par le fait que ces formes de culture entrainent des morphologies
cellulaires tres différentes. De fait, il est presque impossible de tirer des conclusions solides
avec un seul type de test de viabilité. Pour ces raisons, le choix a été fait d’utiliser deux tests
de viabilité complémentaires. Des cellules MNNG/HOS ont été cultivées en 2D ou en 3D par
LOT en plaque 96-puits a fond plat et fond arrondi respectivement et traitées avec
différentes concentrations de doxorubicine pendant 72h. La viabilité cellulaire en fonction
des conditions a été évaluée par microscopie suite a un marquage au LIVE/DEAD™ et par
mesure du taux de luminescence associé au relargage de LDH par les cellules mortes.

Les résultats des essais en LIVE/DEAD™ permettent d’observer un changement d’aspect des
cellules en fonction de la concentration en doxorubicine a laquelle elles ont été exposées
(Figure 111.1.7 et Figure IIl.1.8A-F). La morphologie de ces cellules et le ratio de l'aire
couverte par les cellules mortes sur I'aire couverte par les cellules vivantes ont été analysés
par microscopie a fluorescence (Figure Il1l.1.8A-F). Ce choix de travailler en aire plutot qu’en
nombre de cellules résulte de I'impossibilité de visualiser I'ensemble des cellules dans la
condition 3D du fait de I'épaisseur des sphéroides a imager. A noter que pour les conditions
50 uM et 100 uM en 3D, le bruit de fond provient probablement de la doxorubicine, elle-
méme fluorescente dans les longueurs d’onde du colorant LIVE/DEAD™ marquant les

cellules mortes. La présence de ce bruit de fond biaisant les valeurs de fluorescence pour ces
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concentrations, I'analyse de I'aire couverte par les populations de cellules vivantes et mortes

n’a été réalisée que jusqu’a la concentration 10 uM.
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Figure IlIl.1.6. Impact de la méthode de culture sur la répétabilité des sphéroides générés. Les lignées
cellulaires A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251 (D) ont été cultivées pendant 20 jours par LOT ou par
HD en plaque a fond arrondi. L’aire de la section, le diamétre minimum, la rondeur et le nombre de sphéroides
par puits ont été évalués par microscopie.

Figure IlIl.1.7. Comparaison qualitative de la sensibilité a un traitement de chimiothérapie de cellules P
MNNG/HOS cultivées en 2D ou en 3D. Des cellules MNNG/HOS ont été cultivées en 2D ou 3D par LOT en
plague 96-puits a fond arrondi et traitées avec différentes doses de doxorubicine. La cytotoxicité a été
mesurée par marquage avec le colorant LIVE/DEAD™. Coloration verte : cellules vivantes. Coloration
orange : cellules mortes. Barre d’échelle : 500 pm.
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En 2D, on observe une augmentation de la taille des cellules a partir de la concentration 0,01
UM (Figure 111.1.7). Une diminution significative de I’aire couverte par les cellules vivantes
peut étre observée pour les concentrations 5 et 10 uM, bien que cette diminution s’observe
graphiqguement dés la concentration 0,01 uM (Figure 111.1.8A). L’aire couverte par les cellules
mortes n’évolue pas significativement lorsque la dose de doxorubicine augmente (Figure
111.1.8C). Au niveau du ratio de I'aire des cellules mortes/aire des cellules vivantes, on
observe une augmentation a partir de la concentration 1 pM. A 100 uM, la majorité des
cellules restantes sont mortes (Figure 8E).

En 3D, on observe également une augmentation de la taille des cellules vivantes en surface
du sphéroide a partir de la concentration a 0,01 pM. A la concentration 1 pM, les cellules en
surface diminuent 3 nouveau de taille, en méme temps que le diamétre du sphéroide. A la
concentration 10 uM, on observe une augmentation du nombre de cellules isolées (en
particulier mortes) dans le milieu de culture. A la concentration 100 pM, le sphéroide
commence a se désagréger (Figure 111.1.7). Une diminution de I'aire couverte par les cellules
vivantes est observable graphiquement a partir de la concentration 0,05 uM, et devient
significative a la concentration 10 uM (*p<0,05) (Figure 111.1.8B). L’'aire couverte par les
cellules mortes augmente a partir de la concentration 5 uM (Figure 111.1.8D). Aucune
modification du ratio aire des cellules mortes/aire des cellules vivantes n’est observée entre
la condition contréle et la concentration 1 uM. A partir de la concentration 5 uM, ce ratio
augmente graphiquement et devient significatif a la concentration 10 uM (*p<0,05) (figure
111.1.8F).

Dans I'ensemble, les résultats du LIVE/DEAD™ indiquent que I'effet cytotoxique de la
doxorubicine apparait a une concentration 5 fois plus faible en 2D qu’en 3D, ce qui
correspond a une moindre sensibilité des cellules cultivées en 3D par rapport a celles
cultivées en 2D. Le manque de significativité statistique ne permet cependant pas d’affirmer
cette conclusion.

Afin de confirmer la tendance observée par microscopie, un test de relargage du LDH a été
réalisé sur les surnageant des cellules imagées (Figure 111.1.8G). On peut observer une
différence entre les courbes de dose-réponse : la courbe de la condition 2D suit plutot une
forme sigmoide, tandis que celle de la condition 3D suit plutét une forme exponentielle. De
plus, pour la concentration 1 uM et 5 uM, une diminution significative du pourcentage de

cytotoxicité peut étre observée pour la condition 3D. Ceci se traduit par un ICsp 18,8 fois
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augmenté pour la condition 3D par rapport a la condition 2D (ICso3D = 15,07 + 0,3 uM;
IC502D = 0,8 + 0,4 UM ; *p<0,05).
Ces résultats démontrent une diminution de la sensibilité des cellules MNNG/HOS a la

doxorubicine lorsqu’elles sont cultivées en 3D plutot qu’en 2D.
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Figure 111.1.8. Comparaison quantitative de la sensibilité a un traitement de chimiothérapie de cellules
MNNG/HOS cultivées en 2D ou en 3D. L’aire couverte par les cellules vivantes, I’aire couverte par les cellules
mortes et le ratio aire couverte par les cellules mortes/aire couverte par les cellules mortes ont été mesurées
en 2D (respectivement A, C et E) et 3D (respectivement B, D et F) par microscopie. Les courbes de doses
réponses (G) ont été établies a partir des résultats de |'essai de relargage au LDH. * : p<0,05.
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2. CULTURE EN 3D DE LIGNEES CELLULAIRES
D'OSTEOSARCOME POUR L'ETUDE DE LA

DORMANCE CANCEREUSE

Le cancer est une maladie qui se caractérise par une grande hétérogénéité inter- et intra-
tumorale. Le caractére dynamique et évolutif de cette hétérogénéité tumorale, amplifié sous
une pression de sélection (ex. : chimiothérapie, systeme immunitaire, hypoxie, etc.) permet
aux cellules cancéreuses de s’adapter a leur environnement et est en grande partie
responsable des échecs thérapeutiques. Parmi les mécanismes empruntés par les cellules
tumorales pour survivre, la dormance cancéreuse pourrait contribuer a la récurrence de la
maladie et au développement de mécanismes de résistance aux traitements. La dormance
cancéreuse est un phénomene au cours duquel la tumeur interrompt sa croissance parfois
pendant de longues périodes, soit du fait de la mise en place d’un équilibre entre
prolifération et mort cellulaire (dormance de la masse tumorale), soit parce que les cellules
cancéreuses arrétent ou ralentissent fortement leur prolifération (dormance cancéreuse
cellulaire) (Gomis and Gawrzak, 2017). Durant cette période de dormance, aucune masse
tumorale n’est détectable par les approches conventionnelles d’imageries médicales et les
cellules en dormance peuvent progressivement échapper aux traitements de chimiothérapie
et/ou radiothérapie ciblant préférentiellement les cellules en prolifération rapide.

L'ostéosarcome est le cancer primitif de I'os le plus fréquent avec une incidence de 0,4-0,5
patient par an et il affecte principalement les enfants et les jeunes adultes. Si les formes
localisées de I'ostéosarcome présentent un taux de survie a 5 ans de plus de 70%, cette
valeur chute a 30% pour les patients présentant des métastases (Smeland et al., 2019). Des
cas de dormance cancéreuse dans le contexte des ostéosarcomes ont été décrits et leur
fréquence est probablement associée aux taux de récidives de I'ostéosarcome (30% pour les
cancers localisés, 90% pour les cancers disséminés) (Odri et al., 2022). Malheureusement,
I’étude de la dormance pose un défi de taille, puisqu’en clinique, on sait qu’elle a eu lieu
lorsque le patient récidive. Par ailleurs, les modeles in vitro de recherche pré-clinique
emploient généralement des lignées cellulaires sélectionnées pour leur capacité de
prolifération indéfinie en monocouche adhérente, a I'opposé d’un phénotype de dormance

cancéreuse.
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Afin d’investiguer les facteurs responsables de cette dormance cancéreuse, |'utilisation de
modeles de culture permettant son induction spontanée est donc primordial.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la pertinence des cultures 3D pour I'étude des
mécanismes de dormances cancéreuses dans le contexte de I'ostéosarcome. Le niveau de
prolifération de plusieurs lignées d’ostéosarcome a été comparé selon la méthode de culture
employée (2D ou 3D), ou selon la matrice utilisée pour la génération et la croissance des
sphéroides (sans matrice, méthylcellulose ou Geltrex™). Grace a I'utilisation de la culture
3D, une signature transcriptomique de la dormance a pu étre obtenue. L'étude plus
approfondie des genes impliqués a permis d’envisager leur réle dans la régulation de la

prolifération cellulaire et dans la résistance aux traitements.
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2.1. La culture en 3D favorise un ralentissement de la prolifération
cellulaire de plusieurs lignées d’'ostéosarcome

Aprés avoir été marquées au colorant lipophile membranaire DiD, les cellules MNNG/HOS
ont été ensemencées en 2D ou en 3D dans des plaques 96-puits a fond plat et arrondi
respectivement. Le taux de prolifération a été évalué grace a la décroissance du DiD par
microscopie photonique a fluorescence (Figure 11l.2.1A-C et Figure Supplémentaire 111.3.4.).
Un jour aprés avoir été ensemencées, on constate que la majorité des cellules de chaque
lignée est marquée au DiD, que ces cellules soient cultivées en 2D en 3D. Seule les cellules
MG-63 cultivées en 2D présentent une fraction de cellules positives plus faible, d’environ
60% (Figure 111.2.1D). Au cours du temps, le niveau de fluorescence au DiD et le nombre de
cellules positives au DiD reste stable pour les lignées cultivées en 3D. A l'inverse, on observe
une diminution drastique du nombre de cellules positives au DiD pour toutes les lignées
cultivées en 2D dés 5 jours en culture. A jour 15, seules quelques cellules MG-63 sont
positives au DiD en 2D (Figure 111.2.1B), et aucune pour les cellules 143B et MNNG/HOS en
2D (Figure 111.2.1A et 111.2.2C).

La culture en 3D de ces lignées est donc associée a un ralentissement de la prolifération
cellulaire par rapport a la culture en 2D. De fait, la culture 3D est un modeéle de culture

intéressant pour étudier le mécanisme de dormance tumorale.

2.2. Les lignées cellulaires d’'ostéosarcome cultivées en 3D présentent
des profils morphologiques différents

Six lignées d’ostéosarcome (143B, MG-63, MNNG/HOS, SAOS-2, SISA-1 et U20S) ont été
cultivées en 3D pendant 15 jours. Les paramétres morphologiques des sphéroides générés
ont été comparés : nombre de sphéroides produits par puits, aire de la section, diametre
minimum et rondeur. En fonction des lignées, on observe des profils morphologiques
différents. Les sphéroides de 143B, MNNG/HOS et SJISA-1 ont une taille importante, puisque

qgue leur diametre minimum est supérieur a 500 um durant toute la durée de culture.

« Figure l11.2.1. Comparaison de la dilution du DiD entre les cultures 2D et 3D. Des cellules 143B (A), MG-63
(B) et MNNG/HOS (C) ont été marquées avec le colorant lipophile membranaire DiD avant d’étre
ensemencées en 2D ou en 3D en plaque 96-puits. La décroissance du DiD au cours du temps (A-C) et le
nombre de cellules positives au DiD (D) ont été évalués par microscopie.
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De plus, la taille de ces sphéroides augmente au cours du temps et leur diametre avoisine
ainsi les 750 um a jour 15. Les sphéroides de MG-63 ont une taille intermédiaire, avec un
diamétre se maintenant aux alentours de 500 um pendant les 15 jours de culture (Figure
111.2.2B et 111.2.2C). Enfin, ces quatre lignées permettent la génération d’un unique sphéroide

par puits dont la rondeur est élevée (Figure 111.2.2A et 111.2.2D).
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Figure 111.2.2. Caractérisation morphologique de différentes lignées cellulaires d’ostéosarcomes cultivées en
3D par LOT. Les parametres morphologiques des sphéroides produits tels que le nombre de sphéroides par
puits (A), I'aire de la section (B), le diametre minimum (C) et la rondeur (D) ont été mesurés. (D) Images de
microscopie représentatives des sphéroides formés par les différentes lignées 15 jours apres I'ensemencement.
Barre d’échelle = 500 um.
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A l'inverse, les lignées SAOS-2 et U20S ne permettent pas de générer un unique sphéroide
par puits (Figure 111.2.2A), et forment des sphéroides de taille inférieure aux quatre autres
lignées (Figure 111.2.2B et 111.2.2C). En particulier, les sphéroides de SAOS-2 voient leur aire
de section et leur diametre minimum fluctuer au cours du temps. De plus, les sphéroides de
SAOS-2 et U20S ont des valeurs de rondeur beaucoup plus faibles (Figure 111.2.2D). Enfin, les
lignées cellulaires SAOS-2 et U20S produisent des sphéroides tres denses, alors que les
lignées cellulaires 143B, MG-63, MNNG/HOS et SISA-1 forment des sphéroides d’une densité
intermédiaire avec un coeur sombre et une bordure plus claire (Figure 11l.2.2F et Figure
Supplémentaire 111.3.5).

Ces résultats montrent que plusieurs lignées d’ostéosarcome sont capables de former des
sphéroides dans les conditions de culture utilisées, mais présentent des morphologies
différentes. Le comportement de ces lignées en 3D pourrait ainsi témoigner de leurs

caractéristiques propres.

2.3. Le microenvironnement tumoral joue un role dans la dormance
canceéreuse des cellules cultivées en 3D

Parmi les lignées cellulaires étudiées précédemment, deux lignées d’ostéosarcome ont été
sélectionnées pour étudier plus en détail le réle joué par la matrice extracellulaire sur la
prolifération cellulaire : une lignée formant des sphéroides larges (MNNG/HQOS) et une lignée
formant des sphéroides de petite taille (U20S). Les cellules ont été marquées au DiD puis
cultivées pendant 15 jours soit par LOT, soit par HD enrobées dans de la méthylcellulose a
0,1% ou du Geltrex™ 3 0,02%.

Lorsque le diamétre minimum des sphéroides de MNNG/HOS est comparé, aucune
différence n’est observée entre les trois méthodes de culture 3D (Figure 11l.2.3A). A l'inverse,
une augmentation du diameétre minimum est détectable dés le 7™ jour de culture pour les
sphéroides de U20S cultivés dans du Geltrex™ par rapport a ceux cultivés par LOT ou dans
de la méthylcellulose (Figure 111.2.3B).

Concernant l'intensité de fluorescence moyenne du DiD encore exprimé par les sphéroides,
apres 15 jours de culture en 3D post-ensemencement, les sphéroides U20S cultivés en
Geltrex™ présentent une diminution significative de la fluorescence moyenne par rapport a

ceux cultivés par LOT (Figure 111.2.3C et 111.2.3D). Ainsi, le Geltrex™ permet de produire des
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sphéroides de U20S plus large et dont les cellules proliferent plus que dans les autres

conditions de culture 3D.
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Figure I111.2.3. Impact du microenvironnement sur la dormance cancéreuse. Des cellules MNNG/HOS et U20S
ont été marquées avec le colorant lipophile membranaire DiD et cultivées en 3D par LOT ou enrobées dans des
matrices extracellulaires composées de Méthylcellulose ou de Geltrex™. (A-B) Mesure au cours du temps du
diamétre minimum des sphéroides de MNNG/HOS et U20S respectivement. (C-D) Mesure de l'intensité de
fluorescence moyenne du DiD 15 jours aprés I'ensemencement en 3D des sphéroides de MNNG/HOS et U20S
respectivement. (E-F) Images de microscopie a jour 15 des sphéroides de MNNG/HOS et U20S respectivement.
A gauche : image de microscopie a fluorescence ; DiD en rouge. A droite, image de microscopie en lumiére
blanche ; coloration a ’'hématoxyline et éosine. Barre d’échelle : 300 um. Test statistique : Kruskal-Wallis ;
*p<0,05.
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L’observation au microscope des sphéroides cultivés en Geltrex™ a jour 15 montre que les
sphéroides MNNG/HOS présentent une fluorescence au DiD plus importante au centre de la
sphere. De plus, une analyse cytologique des sphéroides aprées coloration HE permet de
constater que les cellules sont plus nombreuses en périphérie du sphéroide (noyau violet),
tandis que le coeur est plus riche en matrice extracellulaire (coloration rose pale) (Figure
II.2.3E). Dans le cas des cellules U20S, les sphéroides présentent une organisation
alvéolaire, avec des zones sphériques séparées par des sillons moins denses en cellules. La
présence de larges lacunes composées de matrice extracellulaire est également mise en
évidence (Figure I1I.2.3F). Ces résultats permettent d’identifier un réle potentiel de la
matrice extracellulaire sur I'organisation spatiale et la prolifération cellulaire de certaines

lignées d’ostéosarcome.

2.4. Les cellules encore positives au DiD apres plus d’'un mois de culture
présentent une signature transcriptomique différente des cellules ayant
perdues leur marquage

Parmi les lignées capables de former des sphéroides ronds et d’un diamétre minimum
supérieur a 500 um, les cellules MNNG/HOS ont été sélectionnées pour étudier plus
précisément le mécanisme de dormance cancéreuse. Pour ce faire, les cellules ont été
marquées avec le colorant lipophile DiD et mises en culture 3D. Aprés 35 jours de culture, les
sphéroides ont été dissociés et les cellules triées par cytométrie en flux sur la base de leur
niveau de positivité au DiD. Deux populations de cellules ont ainsi été obtenues : des cellules
fortement marquées et des cellules négatives au DiD. Environs 15% des cellules étaient alors
encore fortement positives au DiD (Figure Supplémentaire 111.3.6). Une analyse
transcriptomique par approche Nanostring™ a permis de comparer I'expression de plus de
700 genes connus pour étre impliqués dans les cancers entre les cellules ayant proliférées
(DiD") et celles en potentielle dormance (DiD*). Une expression différentielle de 18 génes
significativement sous-exprimés dans les cellules DiD* a été obtenue (Figure lil.2.4A).
L'analyse STRING (Szklarczyk et al., 2022) de ces 18 génes a mis en évidence qu’une majorité
interagissait entre eux au niveau protéique que ce soit physiquement ou fonctionnellement,
hormis NF2 et ETV4 (Figure 111.2.4B). Enfin, les voies de signalisation associées a I'expression

de ces génes ont été évaluées (Figure 111.2.4C). On constate que la moitié des genes (CCNA2,
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CCNB1, PTTG2, MCM4, PCNA, SKP2, PRKDC, SMC3, RAD21) sont impliqués dans les voies du

cycle cellulaire et de I'apoptose.
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Figure 11l.2.4. Détection d’une signature transcriptomique de la dormance cancéreuse. Des cellules MNNG/HOS
marquées au DiD et cultivées en 3D pendant 35 jours ont été triées par cytométrie en flux. (A) Signature
transcriptomique comparant les cellules DiD- et DiD+ obtenue par Nanostring. (B) Interactions protéiques des genes
exprimés différentiellement de fagon significative évaluées par STRING. (C) Voies de signalisations associées aux
génes différentiellement exprimées. Test statistique : T-test avec correction de Benjamini-Yekutieli; p<0,05. *
correspond aux genes étudiés plus en détail par la suite.

D’autres voies de signalisation sont également représentées telles que la voie du dommage
et de la réparation de I’ADN (UBE2T, PCNA, PRKDC), la modification de la chromatine
(HELLS), des génes « driver » du cancer (HIST1H3B, NF2), la voie PI3K (SPP1, ITGA6) et les
mécanismes de dérégulation transcriptionnelle (HIST1H3G, HIST1H3B, HIST1H3H, ETV4).
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2.5. Le traitement des cellules avec des siRNA entraine une modification
de la prolifération cellulaire

Afin d’étudier I'implication de ces genes dans la dormance cancéreuse, 7 d’entre eux ont été
sélectionnés sur la base de leur originalité bibliographique dans I'ostéosarcome, pour étre
réprimés par siRNA dans des cellules MNNG/HOS cultivées en 2D : les génes ETV4, HELLS,
ITGA6, MCM4, PRKDC, RAD21 et UBE2T. Une condition supplémentaire, appelée Pool, a été
réalisée et correspond au mélange équimolaire de 5 de ces siRNA (dirigés contre les
transcrits HELLS, MCM4, PRKDC, RAD21 et UBE2T). Cette condition a été ajoutée car les 5
protéines issues de leur transcrit respectif interagissent ensemble (Figure Supplémentaire
11.3.7).

La prolifération cellulaire a été mesurée par approche xCELLgence et comparées a plusieurs
conditions contréles : non-traité, traité uniquement avec I'agent de transfection (TR), traité
avec le siRNA eGFP (siEGFP) dont le transcrit n’est pas exprimé par les cellules, traité avec le
siRNA KIFF11 (siKIFF11) connus pour arréter la prolifération et aboutir a la mort cellulaire sur
le long terme. Les résultats obtenus sont donnés en Cell Index (Cl) normalisé en fonction du
temps. Plus le Cl augmente, plus la surface du puits est recouverte de cellule. La courbe de Cl
comprend plusieurs étapes: i) une premiere phase d’adhérence suivie d’'une période de
croissance exponentielle se traduisant par une pente positive linéaire ; ii) un pic du Cl
correspondant a un ralentissement puis un arrét de la prolifération lorsque les cellules
tapissent entierement le puits et n‘ont plus de place pour se multiplier ; iii) une phase
décroissante correspondant a la mort cellulaire.

De facon générale, il semble y avoir un effet de I'exposition a I'agent de transfection sur la
prolifération cellulaire puisque pour les conditions controle TR et eGFP on observe une
diminution de la hauteur du pic du Cl normalisé par rapport a la condition non-traitée. Pour
autant, I'étude des profils de courbe des différentes conditions de traitement permet de
faire plusieurs constats (Figure 111.3.5A). Tout d’abord, pour les traitements avec les siRNA
ETV4 (siETV4), HELLS (siHELLS), ITGA6 (silTGA6), MCM4 (siMCM4), PRKDC (siPRKDC) et
UBE2T (siUBE2T), on observe un décalage des pics du Cl par rapport a la condition contréle
SiEGFP. De plus, les cellules traitées avec siHELLS, silTGA6 et siUBE2T présentent des phases
de croissance exponentielle identiques a la condition contrdle siEGFP, mais leur pic du Cl est
plus élevé. Les cellules traitées avec siETV4, siMCM4 et siPRKDC présentent quant a elles des

phases de croissance exponentielles plus lentes que la condition contréle siEGFP.
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Figure 111.2.5. Evaluation de la prolifération cellulaire en fonction des traitements de siRNA. Les cellules
MNNG/HOS ont été traitées ou non avec un siRNA visant un géne de la signature transcriptomique ou avec une
combinaison de plusieurs siRNA (Pool). (A) Mesure du Cell Index (Cl) normalisé des cellules cultivées en 2D
pendant 100 heures par xCELLigence. En haut a gauche, chaque condition expérimentale est représentée sans
les écarts-types pour plus de clarté. Les écarts types sont observables pour chaque condition de traitement
dans les graphiques adjacents. (B) Temps de doublement des cellules par mesure du Cl. (C) Heure a laquelle le
pic de Cl a été mesuré. (D) Durée du plateau autour du pic de CI (x 0,5). E) Valeur du Cl au pic. Test statistique :
Mann-Whitney one-sided, comparaison avec la condition eGFP ; *p<0,05.
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De plus, alors que les conditions traitées avec siMCM4 ou siPRKDC présentent des pics du Cl
similaire a la condition contréle siEGFP, la condition traitée avec siETV4 présente un pic
légerement réduit. Enfin, les conditions traitées avec siRAD21 et Pool présentent des
courbes du Cl similaires a la condition non traitée, avec des pics du Cl plus élevés et décalés
vers la gauche par rapport a la condition contréle siEGFP (Figure 111.2.5A).

Lorsqu’on compare plus précisément le temps de doublement (Figure 11l.2.5B), on constate
gue le traitement avec siETV4 et siMCM4 augmente significativement le temps que met le Cl
a doubler, tandis que le traitement avec siRAD21 le diminue significativement (*p<0,05). De
plus, la valeur du Cl au pic de la courbe est significativement plus élevée pour la condition
traitée au siRAD21 par rapport a la condition contrdle traitée au siEGFP (*p<0,05 ; Figure
111.2.5E). Au niveau de la durée du plateau et de I’'heure du pic du Cl, aucune différence
significative en fonction du traitement n’a pu étre mise en évidence (Figure 111.2.5C et
111.2.5D).

Pris ensemble, ces résultats indiquent que, lorsque les génes ETV4 et MCM4 sont sous-
exprimés, le temps de doublement augmente. A I'inverse, la sous-expression du gene RAD21
diminue ce temps de doublement. De plus, des différences dans la hauteur du Cl ont pu étre
observées lorsque RAD21 était sous-exprimé, ainsi qu’un décalage dans le temps du pic du Cl

pour la majorité des cellules traitées avec les siRNA.

2.6. La sous-expression des génes de la signature pourrait avoir un
effet sur la morphologie et la viabilité des cellules cancéreuse
L'instrument xCELLigence permet d’extrapoler la prolifération cellulaire en fonction du Cl.
Cependant, puisque ce Cl correspond a une mesure d'impédance, une augmentation de
cette valeur de Cl peut non seulement indiquer une augmentation du nombre de cellules
adhérant a la surface des puits de culture, mais également une augmentation de la taille ou
de la force d’adhérence des cellules. Afin de vérifier la cause des variations observées
précédemment au niveau des courbes du Cl, plusieurs tests complémentaires ont été
réalisés.

Toute d’abord, pour chaque expérience de xCELLigence, le coefficient d’extinction des génes
a été mesuré par RT-gPCR (Figure 111.2.6A). Un siRNA efficace induit un coefficient
d’extinction du gene associé de plus de 70%. Ce taux d’extinction est atteint 24h apres le
traitement pour la plupart des siRNA utilisés a une concentration de 10 nM hormis PRKDC.
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Dans le cas de ce dernier, seul I'un des réplicas d’expérience ne semble pas avoir été éteint
correctement par le siRNA, alors que I'extinction était de plus de 80% pour les deux autres
réplicas (données non montrées). Pour le traitement avec le mélange de 5 siRNA (HELLS,
MCM4, PRKDC, RAD21 et UBE2T) appelé Pool, chaque siRNA a été utilisé a une
concentration de 2 nM pour obtenir une solution finale concentrée a 10 nM de siRNA total.
Le traitement avec les siRNA de la condition Pool a permis d’atteindre un coefficient
d’extinction supérieur a 70% pour tous les génes visés, en dehors de HELLS. De nouveau, le
siRNA ne semble pas avoir fonctionné dans un seul des réplicas d’expérience (données non
montrées). Ces résultats démontrent I'efficacité des siRNA sur I'extinction de I'expression

des génes.
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Figure 111.2.6. Impact de la sous-expression des génes sur la prolifération, la morphologie et la viabilité
cellulaire. (A) Validation de la sous-expression des différents genes. Gene (10 nM) correspond aux siRNA
utilisés seuls. Géne (2 nM) correspond aux siRNA utilisés en combinaison avec d’autres siRNA (n=3). (B)
Dénombrement des noyaux marqués au DAPI en fonction du temps pour toutes les conditions de traitement au
siRNA (n=1). C) Pourcentage de cellules larges (diamétre maximum > 100 um) 72h apres le traitement avec les
siRNA (n=1). D) Pourcentage de cellules mortes (coloration au LIVE/DEAD™) 72h aprés le traitement avec les
SiRNA (n=1).
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Dans un second temps, le réle des siRNA précédemment décrits comme impliqués dans des
changements du Cl a été évalué. Ces expériences ayant été réalisées une seule fois, aucun
test statistique n’a pu étre réalisé. Des cellules MNNG/HOS ont été marquées au DiD avant
d’étre ensemencées en 2D et traitées avec les différents siRNA ou contrbles. A 24h, 48h et
72h apreés traitement, ces mémes cellules ont été marquées avec du Hoechst et les noyaux
cellulaires ont été comptés par microscopie. Pour toutes les conditions de culture, on
observe une augmentation du nombre de cellules au cours du temps. Cependant, il ne
semble y avoir aucune différence du nombre de cellule en fonction des conditions de
traitement (Figure 111.2.6B).

Si les variations observées au niveau des courbes du Cl ne sont pas dues a un nombre
différent de cellules adhérentes, celles-ci peuvent découler d’un changement de
morphologie des cellules. 72h aprés avoir été traitées, la taille des cellules MNNG/HOS a été
mesurée grace a l'aire de leur section. Aucune différence quant a la morphologie des cellules
traitées avec siETV4 ne peut étre observée, mais le traitement avec siPRKDC diminue la taille
des cellules, alors que le traitement avec siRAD21 I'augmente (Figure 111.2.6C). Ainsi, les
différences de hauteur de courbes observées par xCELLigence pour les siPRKDC et siRAD21
pourraient s’expliquer par une variation de la taille des cellules adhérentes.

Enfin, par marquage au LIVE/DEAD™, la viabilité des cellules a été mesurée 72h apres
traitement avec les siRNA ou les contréles. Lorsqu’on regarde le pourcentage de cellules
mortes (nombre de cellules mortes/nombre de cellules totales), le traitement avec siETV4 ou
SiHELLS augmente ce pourcentage par rapport a toutes les autres conditions (Figure
111.2.6D). Dans le cas de la condition ETV4, la diminution du temps de doublement (Figure
111.2.6B) pourrait donc résulter d’'une augmentation de la mortalité cellulaire.

En résumé, aprés avoir mis en évidence que le traitement avec les différents siRNA avait
fonctionné, on constate que les variations des courbes du Cl obtenues par xCELLigence ne
sont en réalité par forcément lié a une modification de la prolifération cellulaire, mais plutot

a des changements dans la morphologie ou la viabilité des cellules traitées.
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2.7. Impact de la sous-expression des genes de la signature
transcriptomique sur la sensibilité aux traitements

L'effet de la sous-expression des geénes d’intéréts sur la sensibilité des cellules a la
doxorubicine a été étudié. Pour ce faire, des cellules MNNG/HOS ont été cultivées en 2D et
traitées avec les différents siRNA et contréles. 24h aprés I'ensemencement, les cellules ont
été exposées a 0,8 UM de doxorubicine pendant 48 heures. Puis, les cellules ont été
marquées a I’Hoechst et au LIVE/DEAD™ afin d’étudier au microscope la viabilité cellulaire
en fonction des genes sous-exprimés. Cette expérience ayant été réalisée une seule fois,

aucun test statistique n’a pu étre réalisé.
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Figure 111.2.7. Sensibilité des cellules a un traitement a la doxorubicine en fonction des génes sous-exprimés.
(A) Comparaison du nombre de noyaux comptés par microscopie. (B) Comparaison du ratio cellule
mortes/cellules vivantes. (C) Images de microscopie des cellules marquées au Live/Dead™ et traitées avec les
SiRNA eGFP, ETV4, RAD21 ou UBE2T. Vert : cellules vivantes. Orange : cellules mortes. Barre d’échelle : 500 um.
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Dans un premier temps, le nombre de noyaux — et donc par extension le nombre de cellules
— a été mesuré. On n’observe aucune différence entre les conditions de culture et le contréle
siEGFP quant a la quantité de cellules (Figure 111.2.7A).

Dans un second temps, le ratio du nombre de cellules mortes/nombre de cellules vivantes a
été calculé. Dans le cas des cellules traitées avec les siRNA ETV4, RAD21 et UBE2T, on
observe une diminution de ce ratio par rapport a la condition contréle eGFP (Figure 111.2.7B),
ce qui sous-entends que la sous-expression de ces genes pourrait réduire la sensibilité des
cellules a la doxorubicine. Des images de microscopie représentatives des conditions
concernées sont présentées dans la Figure 111.2.7C.

Ainsi, méme si aucun effet sur la prolifération cellulaire n’a pu étre mis en évidence, certains
des génes qui ont été décrits comme sous-exprimés dans les cellules n’ayant pas ou peu

proliférées pourraient jouer un rdle sur la sensibilité aux traitements de chimiothérapie.
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Figure Supplémentaire 1il.3.1. Evolution morphologique des sphéroides cultivés par LOT.
Images de microscopie des sphéroides d’A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251 (D)
cultivés par LOT pendant 20 jours dans des plaques 96-puits a fond plat ou arrondi ou des
plaque 384-puits a fond arrondi. Pour la condition 96-puits a fond plat, quatre images par
puits ont été acquises. Afin d’homogénéiser les tailles des images, les images de cette
condition ont été coupées. L'échelle est restée inchangée. Barre d’échelle : 500 um.
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Figure Supplémentaire I1l.3.1. Evolution morphologique des sphéroides cultivés par LOT
(suite). Images de microscopie des sphéroides d’A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251
(D) cultivés par LOT pendant 20 jours dans des plaques 96-puits a fond plat ou arrondi ou des
plaque 384-puits a fond arrondi. Pour la condition 96-puits a fond plat, quatre images par
puits ont été acquises. Afin d’homogénéiser les tailles des images, les images de cette
condition ont été coupées. L'échelle est restée inchangée. Barre d’échelle : 500 pum.
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Figure Supplémentaire l1il.3.2. Evolution morphologique des sphéroides cultivés par HD.
Images de microscopie des sphéroides d’A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251 (D)
cultivés par HD pendant 20 jours dans des plaques 96-puits a fond plat ou arrondi ou des
plague 384-puits a fond arrondi. Pour la condition 96-puits a fond plat, quatre images par
puits ont été acquises. Afin d’homogénéiser les tailles des images, les images de cette
condition ont été coupées. L'échelle est restée inchangée. Barre d’échelle : 500 um.
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Figure Supplémentaire 111.3.2. Evolution morphologique des sphéroides cultivés par HD
(suite). Images de microscopie des sphéroides d’A549 (A), LnCaP (B), MNNG/HOS (C) et U251
(D) cultivés par HD pendant 20 jours dans des plaques 96-puits a fond plat ou arrondi ou des
plague 384-puits a fond arrondi. Pour la condition 96-puits a fond plat, quatre images par
puits ont été acquises. Afin d’homogénéiser les tailles des images, les images de cette
condition ont été coupées. L'échelle est restée inchangée. Barre d’échelle : 500 um.
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Figure Supplémentaire 11l.3.3. Relation entre la taille et le nombre de cellules contenus par
un sphéroide. A] Corrélation entre le diamétre de sphéroides en culture depuis 5 jours et le
nombre de cellules par sphéroide en fonction de la concentration initiale d’ensemencement.
B] Corrélation entre le diamétre de sphéroides ensemencés a une densité de 20 000 cellules

par puits et le nombre de cellules par sphéroides par puits en fonction du temps.
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Figure Supplémentaire 111.3.4. Images de microscopie illustrant la décroissance du DiD au
cours du temps entre des lignées d’ostéosarcome cultivées en 2D ou en 3D. Des cellules
143B (A), MG-63 (B) et MNNG/HOS (C) ont été marquées avec le colorant lipophile
membranaire DiD avant d’étre ensemencées en 2D ou en 3D en plaque 96-puits. Les images
de microscopie ont été acquises a jour 1, jour 5, jour 10 et jour 15 apres I’ensemencement.
Barre d’échelle : 500 pum.
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Figure Supplémentaire IlI.3.5. Images de microscopie illustrant I’évolution de Ila
morphologie des sphéroides au cours du temps. Les cellules 143B (A), MG-63 (B),
MNNG/HOS (C), SAOS-2 (D), SJISA-1 (E) et U20S (F) ont été cultivées en 3D par LOT dans des
plaques 96-puits a fond arrondi pendant 15 jours. Barre d’échelle : 500 um.
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Figure Supplémentaire 111.3.6. Histogramme représentatif du tri cellulaire des cellules
MNNG/HOS DiD- vs. DiD+. Les cellules ont été triées par cytométrie en flux a partir de deux
zones de sélection suffisamment éloignées I'une de l'autre afin de bien discriminer les
cellules positives des cellules négatives. La zone R3 (verte) correspond aux cellules DiD",
tandis que la zone R4 corresponds aux cellules DiD*. Les pourcentages de cellules triées pour
chaque zone sont donnés dans le tableau sous-jacent a I’histogramme.
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UBE2T

Figure Supplémentaire 111.3.7. STRING représentant les interactions protéiques des génes
sélectionnés pour une étude plus approfondies de leur implication dans la dormance
cancéreuse. Les bulles représentent les protéines interagissent de facon physique ou
fonctionnelle lorsqu’elles sont reliées par un trait. L'épaisseur du trait représente la
puissance de la prédiction d’interaction.
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IFN-I IFN-II

Figure Supplémentaire 111.3.8. Génes régulés pas les interférons. Diagramme de Venn
représentant les résultats de la recherche réalisée sur la base de données INTERFEROME.

154 | Page



PARTIE IV

DISCUSSION




156 | Page



PARTIE IV - DISCUSSION CHAPITRE 1. DEVELOPPEMENT D’'UN MODELE 3D

1. COMPARAISON DE METHODES DE CULTURE 3D EN
MILIEU LIQUIDE POUR LA GENERATION DE SPHEROI-

DES REPETABLES ET LE CRIBLAGE DE MOLECULES D
CHIMIOTHERAPIE

Dans cette étude, nous avons décrit un modele 3D de culture cellulaire in vitro permettant la
génération de sphéroides tumoraux répétables. Ce modele 3D se base sur la méthode de

culture du LOT dans des plaques de culture a puits multiples et a fond arrondi.

1.1. La morphologie des sphéroides formés spontanément par LOT
dépend des lignées et pourrait témoigner de la variabilité inter-
tumorale

Avec la méthode du LOT la formation des sphéroides se base sur la capacité intrinseque des
cellules a s’agréger dans un contexte ou les parois du récipient de culture sont traitées pour
empécher I'adhérence cellulaire. Lorsque réalisée dans des plaques 96-puits a fond plat, la
culture de plusieurs lignées cellulaires de différents types de cancers met en évidence que
toutes les lignées ne parviennent pas a former des sphéroides. De plus, la morphologie des
sphéroides formés varie d’une lignée a une autre. Par exemple, bien que toutes issues d’'un
cancer de type colorectal, les lignées PC3, DU145 et LnCaP ne se comportent pas de la méme
maniere en 3D. Ainsi, les PC3 s’avérent incapables de s’agréger en sphéroides dans la
condition de culture LOT en plaque a fond plat. Les DU145 et les LnCaP, quant a elles,
forment des sphéroides de forme, de taille et de densité différentes. Ces disparités
pourraient s’expliquer par les caractéristiques propres de ces lignées, qui proviennent de
patients et de sites métastatiques différents (PC3: prélevées d’une métastase a l'os;
DU145 : prélevées d’une métastase au cerveau ; LnCaP : prélevées d’'une métastase aux
ganglions). Bien que ces lignées se distinguent par leur expression du récepteur aux
androgenes, ce phénotype ne semblent pas influer sur leur capacité a former des sphéroides
puisque la lignée LnCaP expriment les récepteurs aux androgenes, tandis que les lignées
DU145 et PC3 ne les expriment pas (Alimirah et al., 2006). Une piste plus pertinente pourrait
étre leur «capacité métastatique », puisque ces trois lignées ont des potentiels
métastatiques différents qui sont dans I'ordre du plus faible au plus fort : LnCaP < DU145 <

PC3 (Wu et al., 2013). Dans ces conditions de culture 3D en milieu liquide, il se peut que les
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PC3 adoptent un phénotype plus mésenchymateux normalement observé lors de la TEM, ce
qui augmenterait leurs capacités migratoire et invasive mais réduirait I'efficacité des
interactions cellule-cellule. Une étude réalisée dans des conditions de culture 3D similaires
aux notres sur des PC3 et des DU145 va dans ce sens (Fontana et al., 2019). En effet, les PC3
expriment un taux plus élevé de N-Cadhérine (protéine transmembranaire impliquée dans la
migration trans-endothéliale) que les DU145, et cette expression augmente dans la
condition de culture 3D par rapport a la condition de culture 2D. Cette hypothese est
également corroborée par une autre étude au cours de laquelle de nombreuses lignées
d’adénocarcinome prostatique ont été cultivées en 3D dans du Matrigel™ (Harm3 et al.,
2010). Dans ces conditions, les PC3 étaient capable de former des sphéroides ronds dont la
bordure était bien délimitée. La composition du Matrigel™ en laminine et en collagéne
pourrait induire un phénotype épithélial différencié et ainsi favoriser la formation de
sphéroides par rapport a une culture en milieu liquide. Pris ensemble, ces résultats mettent
en avant le potentiel de la culture 3D comme témoin de I’hétérogénéité inter-tumorale d’un

cancer donné.

1.2. Lorsque cultivés par LOT en plaque a fond arrondi, les sphéroides
générés sont hautement répétables et suivent deux schémas possibles
d’évolution morphologique

L'organisation spatiale des sphéroides a des conséquences directes sur la diffusion de
molécules et sur I'imagerie des cellules composant ces sphéroides. Pour que les résultats
obtenus en 3D soient scientifiqguement significatifs, il est primordial que les sphéroides aient
une morphologie homogene. Dans ce but, trois principaux critéres de validation ont été
sélectionnés dans cette étude : i) les sphéroides devaient faire un diameétre supérieur ou égal
a 500 um afin de générer un coeur nécrotique ; ii) les sphéroides devaient avoir une forme la
plus ronde possible (se traduisant par un ratio supérieur a 0,8 — 1 équivalent a un cercle
parfait) afin de s’assurer que la diffusion de molécules au sein de chaque sphére soit la plus
homogene possible d’'une condition a une autre; iii) la condition de culture 3D devait
permettre la génération d’un unique sphéroide par puits. Sur la base de ces trois critéeres, la

culture par LOT en plaque a fond arrondi s’est montrée plus efficace pour générer des
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sphéroides répétables que la culture en plaque a fond plat précédemment utilisée, et ce
pour les quatre lignées étudiées.

Dans cette condition de culture, deux profils morphologiques ressortent. Le premier
concerne les lignée A549, LnCaP et U251 et se caractérise par des courbes de I'aire de la
section et du diameétre minimum qui diminuent avec une intensité variable selon les lignées
sur les 5 premiers jours, suivie d’une phase de plateau qui se maintien jusqu’a la fin de
I’expérience. Puisqu’un unique sphéroide par puits était généré en plaque a fond arrondi,
cette diminution de la section de l'aire et du diamétre minimum ne peuvent pas
correspondre a une fusion de plusieurs sphéroides. L’hypotheése la plus probable implique
une compaction initiale du sphéroide induisant une réduction de sa taille. Les résultats de
I'expérience de fusion entre un sphéroide de MNNG/HOS-GFP et de MNNG/HOS-DiD* va
dans ce sens, puisque le diameétre des spheéres fusionnées a jour 10 est similaire a la
moyenne du diamétre des deux spheres séparées a jour 0. En I'absence de compaction, les
sphéroides fusionnés devraient avoir un diameétre supérieur aux sphéres initiales. Ce
phénoméne de compaction pourrait s’expliquer par une réorganisation du cytosquelette, et
plus spécifiguement des filaments d’actine qui joueraient également un réle dans
I’agrégation initiale des cellules en sphéroide et dans la fusion de plusieurs spheres (Tsai et
al., 2015).

Le second profil morphologique concerne les cellules MNNG/HOS et se caractérise a
I'inverse par une croissance initiale de 'aire de la section et du diamétre minimum, associée
a un maintien de la rondeur et de la présence d’un unique sphéroide par puits du début a la
fin de I'expérience. Cette phase de croissance est suivie d’'un aplanissement de la courbe a
partir de jour 15. Du fait de la présence d’'un coeur sombre témoignant d’une densité
importante des sphéroides MNNG/HOS (Figure Supplémentaire 1) dés jour 3 et du maintien
de la rondeur sur toute la durée de I'expérience, il est improbable que cette croissance soit
due a une dilation du sphéroide. Plus vraisemblablement, cette augmentation de taille
découlerait d’'une prolifération continue des cellules ou de I'augmentation de la fraction
nécrotique au sein du sphéroide.

En paralléle de la culture en LOT, les lignées cellulaires étudiées ont été cultivées par HD. Si
le HD a permis une augmentation de la répétabilité des sphéroides formés en plaque a fond
plat, ils n"ont pas montré un avantage significatif dans le cas des plaques a fond arrondi par

rapport au LOT. Il est probable que la production d’un sphéroide unique et répétable passe
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par une agrégation rapide de la majorité des cellules ensemencées. La forme arrondi des
puits permet d’accélérer et d’augmenter les contacts cellule-cellule par le biais de la gravité,
a la maniere du HD dans des volumes de milieu qui sont alors inférieurs. Ce constat est
cohérent avec le fait qu’un volume de culture de I'ordre de la dizaine ou de la centaine de
microlitres n’a pas d’impact significatif sur la morphologie des sphéroides, comme le

montrent les cultures en plaque 384-puits a fond arrondi.

1.3. Les sphéroides ont une taille limite

Dans les deux profils d’évolution morphologique observés pour les quatre lignées étudiées,
un plateau est atteint sur le long terme que ce soit aprés une étape de compaction ou de
prolifération. Ceci traduit une taille limite du sphéroide dont I'ordre de grandeur dépend de
la lignée.

Dans le cas du profil de croissance des sphéroides MNNG/HOS cultivés en fond arrondi, la
corrélation entre le nombre de cellules MNNG/HOS au sein d’un sphéroide vieux de 5 jours
et sa taille en fonction de la concentration d’ensemencement initiale semble indiquer que
cette croissance soit due a une prolifération continue, puisque lorsque le diamétre double, le
nombre de cellules est multiplié par 20 (Figure Supplémentaire 111.3.3A). Si cela semble vrai
pour les premiers jours de culture, les résultats de la corrélation entre le nombre de cellules
MNNG/HOS au sein d’un sphéroide et sa taille en fonction du temps sous-entendent plutot
gu’un phénoméne indépendant a la prolifération est responsable de cet accroissement de
taille sur le long terme. En effet, bien qu’une corrélation positive entre le nombre de cellules
par sphéroide et la taille du sphéroide existe pour les jours 5 et 10 aprés ensemencement,
cette corrélation n’est plus vérifiée a partir du jour 15. Méme si I'aire continue d’augmenter
au cours du temps, le nombre de cellules par sphéroide est inférieur aux valeurs obtenues
pour jour 5 et jour 10 (Figure Supplémentaire 111.3.3B). Cette observation pourrait
s’expliquer par une augmentation de la taille des cellules au sein du sphéroide et/ou
I'accroissement d’un cceur nécrotique. Sous réserve que les observations réalisées en 2D
soient également vrai pour les cellules cultivées en 3D, la premiéere hypothése se base sur le
fait que les cellules hypoxiques tendent a augmenter leur volume cellulaire de facon

inversement proportionnelle a la quantité d’oxygéne (Brillault et al., 2008; Tsai et al., 2011).
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Plus un sphéroide augmente de taille, moins I'oxygene diffusera jusqu’a son centre. Ceci
pourrait induire une hypoxie se traduisant par une augmentation de taille des cellules en
manque d’oxygeéne. La seconde hypothése, qui n’exclue pas la premiere, implique
I’'apparition d’un coeur nécrotique lorsqu’un certain diameétre est atteint, qui se poursuit par
une augmentation de la taille de cette fraction nécrotique au cours du temps. Cette
supposition a été validée notamment dans un modele de sphéroide de mélanome. Les
auteurs ont mis en évidence une cinétique de croissance des sphéroides en trois phases : la
phase 1, au cours de laquelle les sphéroides sont suffisamment petits pour n’étre composé
que de cellules en prolifération; la phase 2 ou, du fait de la forte prolifération, les
sphéroides augmentent de taille et développent un coeur composé de cellules vivantes mais
proliférant plus lentement voire plus du tout; la phase 3, durant laquelle les sphéroides
développent un coeur nécrotique. Ces trois fractions (couche périphérique en prolifération,
couche intermédiaire a prolifération lente ou arrétée, cceur nécrotique) continuent
d’augmenter de taille proportionnellement les unes aux autres, jusqu’a atteindre un plateau
(Browning et al., 2021).

Les différences de taille limite inter lignées s’expliquent potentiellement par une différence
dans I'épaisseur de la couche de cellules en prolifération et la taille a partir de laquelle une
nécrose débute (Freyer, 1988). Cette notion de taille limite est illustrée par les images de
microscopie en time-lapse de sphéroides de MNNG-HOS GFP : pour les concentrations
d’ensemencement plus faible (de 500 cellules a 5000 cellules par puits) on observe une
augmentation de la taille des sphéroides au cours du temps, tandis que pour les
concentrations d’ensemencement les plus fortes (10 000 et 20 000 cellules par puits), la
taille des sphéroides ne semblent plus évoluer 4 jours aprés I'ensemencement. En regard
d’autres résultats obtenus sur des cellules de mélanomes (Browning et al., 2021), il est
possible que les sphéroides issus d’'un ensemencement plus faible continus a croitre jusqu’a
atteindre un diameétre similaire a celui des sphéroides produits a partir d’'un ensemencement
plus fort. De facon notable, la taille limite des sphéroides de MNNG/HOS-GFP est inférieure
aux sphéroides MNNG/HOS. Ceci peut s’expliquer par deux limitations expérimentales. Tout
d’abord, les cellules MNNG/HOS-GFP ont été cultivées pendant quatre jours dans I'enceinte
d’un microscope doté d’'un thermostat et d’un systéme d’injection de CO,, mais dont les
niveaux de controle sont de loin inférieur a un incubateur de culture. De fait, il est possible

gue les variations environnementales entre les deux expériences aient aboutis a cette
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différence de taille limite. Ensuite, il s’agit d’'une lignée transduite avec le gene du GFP, ce

qui peut tout a fait avoir modifié certaines caractéristiques de la lignée parentale.

1.4. Les sphéroides sont des modeles adaptés au criblage de molécules

thérapeutiques

L'utilisation de modeles de culture hautement reproductibles est primordiale au succes des
analyses. En effet, la vaste majorité des essais biochimiques ont été créés pour et sont
adaptés a la culture cellulaire en 2D. De fait, leur transposition a des modeles 3D de culture
cellulaire nécessite invariablement une optimisation des protocoles, puisque I'organisation
spatiale des sphéroides joue un réle direct sur la diffusion des molécules. En s’assurant de
produire des sphéroides de taille et de forme uniformes, il est alors possible de réduire
I'influence de la variabilité morphologique sur la significativité des résultats obtenus.

Du fait de la bonne répétabilité des sphéroides générés par LOT en plaque de culture a fond
arrondi, cette condition de culture a pu étre utilisé pour évaluer la différence de sensibilité
de cellules MNNG/HOS cultivées en 2D ou en 3D. Comme d’autres études avant elle
(Imamura et al., 2015), cette comparaison a mis en évidence une diminution de la sensibilité
a la doxorubicine des cellules cultivées en 3D par rapport a celles cultivées en 2D. Cette
différence dans la sensibilité peut avoir plusieurs explications.

La présence d’un gradient de diffusion, de conditions hypoxiques et d’interactions cellule-
cellule et cellule-MEC sont tout autant de signaux moléculaires qui peuvent affecter
I'activation de voies de signalisation, les processus biologiques et I'expression génique et
protéique impliqués dans la résistance aux traitements (Jubelin et al., 2022b; Nath and Devi,
2016). Par exemple, des cellules de cancer du sein cultivées en 3D perdent |'activité de la
voie de signalisation PI3K/AKT au profit de la voie de signalisation MAPK, ce qui réduit leur
sensibilité a un traitement combiné d’agent endocrinien et d’anticorps monoclonaux dirigé
contre HER2 (Gangadhara et al.,, 2016). Dans le cas de cellules de neuroblastome, leur
culture en 3D a entrainé une augmentation de I'autophagie, responsable de la baisse de
sensibilité a la doxorubicine et a la vincristine observée en 3D par rapport aux cultures 2D
(Bingel et al., 2017). Dans les deux cas, la MEC et les contacts cellule-cellule semblent étre
les principaux responsables de cette plus faible sensibilité aux traitements, une conclusion

qgue tirent également Zschenker et al. aprés avoir mesurés |’expression génique du
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transcriptome de lignées de cancers pulmonaires et de carcinomes épidermoides (Zschenker
et al., 2012).

Ensuite, I'organisation spatiale des sphéroides peut limiter I'efficacité des traitements. La
présence d’un gradient de diffusion s’applique également aux molécules de chimiothérapie.
En effet, contrairement aux cultures en 2D ou la doxorubicine est distribuée de facon
homogene a toutes les cellules, la doxorubicine pourrait avoir plus de difficulté a atteindre
les cellules situées au centre du sphéroide. Des études sur de pénétration de la doxorubicine
dans des cellules de carcinome hépatocellulaire ou de cancer cervical montrent que les
noyaux de cellules cultivées en 3D intégrent moins la molécule de chimiothérapie que celles
cultivées en 2D (Ma et al., 2012; Ong et al., 2010). Généralement, plus un sphéroide est
compacte et/ou large, moins il sera sensible a la chimiothérapie (Daster et al., 2016;
Gencoglu et al.,, 2018; Thakuri et al., 2019). Dans cette étude, nous avons traités des
sphéroides de 24 heures. Ce choix a été fait afin de réduire I'écart du nombre de cellules
entre la condition de culture 2D et 3D, puisqu’en 3D la prolifération est fortement ralentie. Il
est donc possible qu’un traitement sur des sphéroides mis en culture 3D depuis plus
longtemps et ayant ainsi eu le temps de se densifier et de créer de nombreuses liaisons
cellules-cellules aboutirait a une diminution encore plus importante de cette sensibilité a la
doxorubicine. Une autre possibilité serait d’utiliser des sphéroides générés par HD car cette
technique semble accélérer la vitesse de compaction. En effet, Raghavan et al. ont cultivé
entre 10 et 500 cellules de cancer du sein (MCF7) et de cancer des ovaires (OVCAR8) en 3D
par LOT ou par HD dans une plaque pour culture en HD. En mesurant la taille des sphéroides
a un méme temps, ils ont constatés que pour une méme quantité de cellule ensemencée,
I'aire de la section était réduit en HD par rapport au LOT (Raghavan et al., 2016b). Une autre
explication a cette baisse de la sensibilité est que, si le sphéroide est suffisamment large, une
zone hypoxique peut se développer. Or, I’hypoxie peut contribuer a la résistance cancéreuse
aux traitements en augmentant I'expression de pompe a efflux a la surface des cellules, en
induisant des effets anti-apoptotiques, en favorisant I'instabilité génétique et en ralentissant
la prolifération cellulaire (Rohwer and Cramer, 2011). Enfin, de nombreuses molécules de
chimiothérapie, dont la doxorubicine, visent les cellules cancéreuses a division rapide. De
fait, elles sont inefficaces sur des cellules cancéreuses a prolifération ralentie ou arrétée que

I’on peut retrouver au sein des sphéroides (Imamura et al., 2015).
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Dans le contexte de notre étude, il est possible qu’un ou plusieurs de ces mécanismes soient
responsable de cette baisse de sensibilité observée en 3D. Pour vérifier cela, une
comparaison du transcriptome et du protéome entre les cultures 2D et 3D pourrait
permettre de mettre en en évidence des différences dans I’expression de molécules connues
pour favoriser la résistance aux traitements, comme les protéines anti-apoptotiques ou les
pompes a efflux. De plus, en mettant a profit I'auto-fluorescence de la doxorubicine, il serait
possible d’étudier le profil de diffusion de cette derniére au sein du sphéroide une fois la
problématique liée a I'imagerie de sphéroide entier résolue. Enfin, la prolifération cellulaire
pourrait étre évaluée par le marquage de molécules clés du cycle cellulaire tels que ki67 ou

p21 ou en utilisant des colorants se diluant au fur et a mesure des divisions cellulaires.

En conclusion, nous avons mis en évidence que la culture en plaque a fond arrondi par LOT
permettait la production de sphéroides répétables d’un puits a un autre et ce, pour
différentes lignées cellulaires. Cette méthode de culture a I'avantage d’étre simple a mettre
en place, peu colteuse et d’étre adaptable au criblage haut débit. Bien que la culture en
sphéroide nécessite une adaptation des méthodes d’analyses développées pour la culture
2D du fait des problématiques liées a I'organisation 3D des sphéroides, nous sommes
parvenus a montrer que l'efficacité d’un traitement pouvait étre mesurée par différentes
méthodes. Pour toutes ces raisons, la culture 3D s’affirme comme un modele pertinent dans
le contexte du criblage de molécules thérapeutiques, qui pourrait réduire I'écart entre les
études in vitro et in vivo et permettre une sélection plus précoce des candidats médicaments

prometteurs.
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2. CULTURE EN 3D DE LIGNEES CELLULAIRES
D'OSTEOSARCOME POUR L'ETUDE DE LA

DORMANCE CANCEREUSE

Dans cette étude, nous sommes parvenus a étudier le mécanisme de la dormance

cancéreuse grace a I'utilisation de modeles de culture 3D plus favorables a son induction.

2.1. Les sphéroides sont des modéles de culture pertinents pour étudier
la dormance tumorale

La culture sur plusieurs semaines de cellules de lignées d’ostéosarcomes marquées avec un
colorant lipophile membranaire se diluant au fur et a mesure des divisions cellulaires a
permis de mettre en évidence une disparition rapide de la fluorescence dans le cas des
cultures en 2D, alors que le niveau d’expression du colorant se maintenait dans les
sphéroides. Ceci traduit un ralentissement de la prolifération des cellules cancéreuses
cultivées en 3D. La dormance cancéreuse est un phénomeéne au cours duquel les cellules
entrent dans un état d’arrét cellulaire ou de croissance ralentie. Au vu des résultats obtenus,
les modéles 3D semblent étre particulierement pertinents pour induire et étudier ces
mécanismes de dormance cancéreuse.

Ces disparités de prolifération cellulaire entre les cultures 2D et 3D peuvent s’expliquer par
I’organisation spatiale prise par les cellules dans ces deux conditions de culture. En effet, les
lignées cellulaires cultivées en 2D proliferent rapidement tant que les cellules adhérentes
disposent de I'espace suffisant pour se multiplier. Dans ces conditions de culture en
monocouche adhérente, les cellules ont acces équitablement aux nutriments et a I'oxygene
présents dans le milieu de culture. Les conditions de culture utilisées (composition des
milieux de culture, etc.) étant favorables a la prolifération et a la viabilité cellulaire, les
cellules cancéreuses ne subissent ainsi que peu voire pas de pressions environnementales
qui pourraient autrement provoquer le ralentissement de leur prolifération. A l'inverse,
I'organisation 3D des sphéroides entraine I'apparition d’un gradient de diffusion centripete
pour les nutriments et I'oxygéne et centrifuge pour les déchets cellulaires. De plus, selon la
taille des sphéroides, une stratification phénotypique des cellules peut étre observée, avec

un ceceur nécrotique, une couche intermédiaire de cellules en arrét ou en ralentissement du
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cycle cellulaire et une couche périphérique de cellules prolifératives (Browning et al., 2021).
Pour toutes ces raisons, la culture par LOT des cellules cancéreuses encourage le
ralentissement de la prolifération cellulaire et est donc pertinente pour étudier les
mécanismes qui lui sont associés tels que la dormance cancéreuse.

Dans les conditions de culture par LOT, les sphéroides issus des différentes lignées
d’ostéosarcome présentent des profils morphologiques différents. Il a été ainsi possible de
les classer en trois catégories: i) les sphéroides larges et de forme arrondie (143B,
MNNG/HOS et SISA-1) ; ii) les sphéroides de taille intermédiaire et de forme arrondie (MG-
63) ; iii) les sphéroides de petite taille et de forme ovoide (U20S et SAOS-2). Comme décrit
dans le chapitre 1 de cette discussion, ces différences de morphologie entre les lignées
cellulaires pourraient témoigner d’une variabilité inter-tumorale. Ainsi, s’il n’est pas
étonnant que les lignées cellulaires 143B et MNNG/HOS se comportent de fagon similaire en
3D compte tenu de leur origine commune, le lien qu’elles partagent avec la lignée SISA-1 est
moins évident. Pour autant, la caractérisation fonctionnelle de plusieurs lignées
d’ostéosarcomes a mis en évidence le caractére agressif de ces trois lignées. En effet, les
lignées 143B, MNNG/HOS et SJSA-1 ont montré des capacités tumorigénes, clonogéniques,
invasives, migratoires et prolifératives élevées (Lauvrak et al., 2013; Mohseny et al., 2011). A
I'inverse, la lignée cellulaire MG-63 présente une tumorigénicité faible voire inexistante ainsi
gque des capacités invasives et migratoires réduites, mais une clonogénicité et une
prolifération élevée. Enfin, les lignées U20S et SAOS-2 présentent des similitudes au niveau
de leur tumorigénicité faible voire inexistante et de leur clonogénicité et capacités d’invasion
et de migration intermédiaires. Leur niveau de prolifération est cependant différent : élevé
pour la lignée U20S, intermédiaire pour la lignée SAOS-2 (Lauvrak et al., 2013; Mohseny et
al.,, 2011). Ainsi, si une corrélation entre le caractere agressif de la lignée et sa capacité a
former des sphéres larges et rondes semblent se dessiner, il reste difficile d’identifier
précisément un parametre associé a leur morphologie 3D, d’autant plus que les
caractéristiques fonctionnelles ont été décrites pour la plupart dans des modeles 2D. La
transposition de plusieurs de ces essais vers la culture 3D, notamment les tests d’invasion et
la migration, pourrait permettre de mieux comprendre les différences morphologiques

observées.
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2.2. La MEC est un acteur clé de la régulation de la dormance
cancéreuse

L'induction d’un ralentissement de la prolifération et I'acquisition d’un phénotype de
dormance cancéreuse peuvent également étre régulées par I'ajout d’'une matrice de culture
lors de la génération des sphéroides. Deux lignées d’ostéosarcome ont été
sélectionnées pour étudier le role du microenvironnement tumoral, et en particulier de la
MEC : la lignée cellulaire MMNG/HOS formant des sphéroides larges (diamétre > 500 um), et
les cellules U20S formant des sphéroides de taille plus réduite (diamétre < 500 um) lorsque
cultivées par LOT. Dans le cas des cellules MNNG/HQOS, I'ajout d’une matrice de culture n’a
pas induit de variations morphologiques des sphéroides générés. A I'inverse, la culture des
cellules U20S dans du Geltrex™ — une matrice de membrane basale extraite de tumeurs
murines Engelbreth-Holm-Swarm — est associée a I'augmentation de la taille des sphéroides
générés et a une diminution de l'intensité de fluorescence moyenne du DiD membranaire.
Ces observations sont en faveur d’'une augmentation de la prolifération cellulaire. L'intérét
d’un apport en additifs d’origine animale ou végétale aux cultures 3D pour favoriser la
formation et la croissance de sphéroides a été mis en évidence notamment pour des lignées
cellulaires d’adénocarcinomes prostatiques et mammaires (Badea et al., 2019; Edmondson
et al., 2016; Leung et al., 2015). Dans notre étude, la culture avec la méthylcellulose — une
matrice dérivée de la cellulose — n’a pas entrainé de différences morphologiques par rapport
a la culture par LOT. Contrairement aux conclusions tirées par d’autres auteurs (Leung et al.,
2015), ces résultats semblent désigner la composition moléculaire de la matrice plutét que la
viscosité des additifs comme cause de la hausse du taux de prolifération cellulaire dans le cas
de la lignée U20S. Le Geltrex™ est essentiellement composé de laminine, de collagéne 1V,
d’entactine et de protéoglycanes a héparane sulfate qui peuvent servir de signaux pro-
prolifératif. De plus, bien que le produit utilisé ait été sélectionné pour sa quantité en facteur
de croissance réduite, il est probable que certaines de ces molécules soient encore
présentent dans la matrice et interviennent dans la prolifération cellulaire. La MEC
correspond a l'ensemble de ces composés, et elle joue un role prépondérant dans la
progression des ostéosarcomes, que ce soit au niveau de la prolifération, de I'adhésion, de
I'invasion ou des métastases (Cui et al., 2020). De plus, le Geltrex™ est produit a partir de
tumeurs de souris, et il n’est donc pas aberrant que sa composition soutienne la croissance

tumorale.
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2.3. Les genes sous-exprimés dans les cellules DiD* sont cohérents
avec une signature de la dormance

Plus d’un mois apres leur ensemencement en 3D, une population cellulaire encore
fortement marquées avec le colorant lipophile membranaire pouvait étre détectée par
cytométrie en flux, ce qui signifie qu’un certain nombre de cellules nont pas ou peu
proliféré sur toute la durée de la culture. La comparaison du profil transcriptomique de la
population DiD* par rapport a la population DiD~ par approche Nanostring™ a mis en
évidence |'expression différentielle significative de 18 genes. Parmi ces genes, 9 sont
impliqués dans les voies du cycle cellulaire. En particulier, la sous-expression d’acteurs clés
de la progression du cycle cellulaire tels que CCNA1 et CCNB2 ou encore de plusieurs
histones jouant un role dans la compaction de I’ADN soutient I'idée qgu’il s’agit d’une
signature de dormance cancéreuse. En plus des genes dont le lien avec la dormance
cancéreuse est évident, d’autres génes de cette signature semblent également intervenir de
facon plus ou moins directe dans la prolifération cellulaire.

Ainsi, ETV4 est un activateur de la transcription, connu notamment dans le contexte des
sarcomes d’Ewing et des adénocarcinomes prostatiques pour fusionner avec d’autres genes
(Sizemore et al., 2017). Dans d’autres types de sarcomes tels que les sarcomes synoviaux,
ETV4 intervient au niveau du cycle cellulaire en réduisant la prolifération lorsqu’il est sous-
exprimé (DeSalvo et al., 2021). Des résultats allant dans le méme sens ont été décrits pour
des cancers gastrointestinaux ou de la vessie (Hao et al., 2020; Lecarpentier et al., 2019).
Dans le premier cas, le sous-expression d’ETV4 serait associée a une diminution des génes du
cycle cellulaire et de la voie de signalisation Wnt/B-caténine, notamment en entrainant la
déstabilisation de la B-caténine. En temps normal, la B-caténine se translogue dans le noyau
et induit la transcription des génes CCND1 et cMYC impliqués dans le controle du cycle
cellulaire (Lecarpentier et al.,, 2019). A l'inverse, la déstabilisation de la B-caténine par la
sous-expression d’ETV4 aboutit a sa dégradation par le protéasome (Zeng et al., 2017) ce qui
expliquerait la réduction de la prolifération observées in vivo. Dans le cas du cancer de la
vessie, ETV4 jouerait un role sur la prolifération cellulaire en se fixant directement sur la
région promotrice du gene P3H4. Or, la sous-expression de P3H4 induit une diminution de la
guantité de protéines CCND1 in vitro et une inhibition de la croissance tumorale in vivo (Hao

et al., 2020).
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ITGA6, un géne codant pour une intégrine intervenant dans |'adhésion cellulaire et la
signalisation, semble également jouer un réle dans la prolifération cellulaire. En effet, une
étude réalisée sur des lignées cellulaires d’ostéosarcome a mis en évidence une
surexpression d’ITGA6 dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains. La sous-
expression d’ITGA6 par l'action d’'un microARN endogene - le miR-127-3p — inhibe la
prolifération des cellules d’ostéosarcome (Wang et al., 2018).

RAD21 code pour une sous-unité du complexe de la cohésine qui assure la cohésion des
chromatides sceurs de la réplication de I’ADN en phase S a leur ségrégation lors de la mitose.
De plus, I'interactome de RAD21 comprend plus d’une centaine de molécules, et cette
protéine intervient de fait sur de nombreuses autres voies biologiques telles que la
régulation de la transcription, I'apoptose ou encore la réponse aux dommages a I'ADN
(Panigrahi et al., 2012). Sa sous-expression dans la lignée de cancer mammaire MDA-MB-231
induit I'apparition de plusieurs marqueurs de la sénescence tels que la B-galactosidase ou
p21. L'acquisition de ce phénotype sénescent pourrait résulter de la sous-expression de c-
Myc ce qui favoriserait I'activation de la voie de signalisation impliquant RB1, un répresseur
du cycle cellulaire (Zhu et al., 2016).

UBE2T est une protéine qui joue non seulement un réle crucial dans les processus de
dégradation des protéines par le systéme du protéasome, mais qui est également impliquée
dans la réponse aux dommages a I’ADN. Surexprimée dans plusieurs cancer tels que
I'ostéosarcome, I|'adénocarcinome gastrique, le carcinome hépatocellulaire et le
glioblastome (Heitor da Silva Maués et al., 2020; Huang et al., 2020; Shen et al., 2019; Tao et
al., 2020), la sous-expression d’UBE2T dans des cellules d’ostéosarcome empéche la
prolifération cellulaire via l'inhibition de la voie de signalisation PI3K/AKT (Wang et al.,
2016).

Le géne HELLS, quant a lui, code pour I'hélicase LSH intervenant dans la séparation des brins
d’ADN lors de la réplication, la réparation, la recombinaison ou encore la transcription. LSH,
et par extension HELLS, joue également un rble au niveau de la méthylation de I’ADN et
I'enroulement de la chromatine. Si HELLS a été décrit comme surexprimé dans plusieurs
sarcomes, dont I'ostéosarcome et les sarcomes des tissus mous (Huang et al., 2021; Wu and
Benavente, 2018) ainsi que dans de nombreux autres cancers (Liang et al., 2022), son réle
direct dans la prolifération cellulaire n’a pas encore été mis en évidence dans le contexte du

cancer. Pour autant, des souris génétiquement modifiées pour avoir un génotype HELLS”

169 |



PARTIE IV - DISCUSSION CHAPITRE 2. CULTURE 3D POUR L’ETUDE DE LA DORMANCE CANCEREUSE

présentent un phénotype de vieillissement accéléré associé a une sénescence réplicative
précoce et augmentée (Sun et al., 2004).

MCM4 est un autre géne dont le réle direct dans la prolifération cancéreuse n’a pas été mis
en évidence. MCM4 est une protéine impliquée dans la réplication du génome et dont
I’expression est augmentée dans plusieurs sarcomes (Liu et al., 2021; Zhou et al., 2021).
Dans une lignée de fibroblastes humains dont la prolifération est limitée a un certain
nombre de divisions cellulaires, le taux d’expression de MCM4 diminue drastiquement a
I'approche de la sénescence (Suzuki et al., 2019). Des résultats similaires ont été obtenus
dans des modéles de levures (Lee and Osley, 2021).

PRKDC est surexprimé dans le contexte de I'ostéosarcome (Mamo et al., 2017). Il s’agit de la
sous-unité catalytique de la protéine kinase dépendante de I’ADN qui intervient dans la
réparation de I’ADN par jonction d’extrémités non homologues et phosphoryle notamment
la protéine TP53. La sous-expression de PRKDC devrait donc étre plutét pro-oncogénique,
mais plusieurs études ont mis en avant son réle dans la maintenance de la longueur des
télomeéres. Ainsi, sa sous-expression entraine une accélération de la dégradation des
télomeéres associée a une prolifération cellulaire réduite sans augmentation de I'apoptose in
vivo (Espejel et al., 2002). De plus, les souris PRKDC”- ont une durée de vie plus courte et
présentent plus précocement des pathologies liées au vieillissement (Espejel et al., 2004).
PRKDC pourrait donc jouer sur la sénescence réplicative.

Un autre point intéressant est I'existence de plusieurs signatures transcriptomiques de la
dormance dont les génes sont régulés par la voie des interférons (IFN). Khoo et al. ont ainsi
marqué des cellules de myélome murin 5TGM1-eGFP avec le colorant DiD et les ont injecté
dans des souris. 3 semaines plus tard, les cellules ont été collectées et triées en fonction de
leur niveau d’expression du DiD. Les auteurs ont alors réalisé un RNAseq sur cellule unique.
La comparaison du transcriptome des cellules dormantes par rapport aux cellules
proliférantes a révélé un enrichissement des voies de signalisations impliquant I'lFN de type
II' (IFN-y) (Khoo et al., 2019). Les cellules d’origine du myélome multiple étant les
plasmocytes (lymphocytes B complétement différenciés sécréteurs d’anticorps), il n’est pas
étonnant que la régulation de leur prolifération soit associée a la voie de signalisation des
IFN (Braun et al., 2002; Jurado et al., 1989; Syedbasha et al., 2020; Young et al., 1997). Une
autre étude plus récente portant sur le cancer de la prostate a cependant également mis en

évidence un role de la voie de signalisation des IFN dans la régulation de la dormance, et en
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particulier des IFN de type | (IFN-a/B) (Owen et al., 2020). En regard de ces résultats, nous
avons soumis les 7 génes de la signature transcriptomique décris plus haut a la base de
données INTERFEROME, qui rassemble les genes régulés par les IFN de type |, Il et Il
(Rusinova et al., 2013). De fagon intéressante, 6 des 7 genes sont régulés par la voie des IFN :
1 par I'lIFN de type | (RAD21), 3 par I'IFN de type Il (ITGA6, MCM4 et UBE2T) et 2 a la fois par
I'IFN de type | et I'IFN de type Il (HELLS, PRKDC). Seul ETV4 n’a pas été décrit comme régulé
par la voie des IFN (Figure Supplémentaire 5).

Dans I'ensemble et aprés comparaison avec les données de la littérature, on peut conclure
que les geénes différentiellement exprimés dans les cellules MNNG/HOS DiD* sont en accord

avec une signature de la dormance.

2.4. La sous-expression des genes de la signature transcriptomique
influe sur le profil des courbes du ClI

Afin de vérifier le role des génes ETV4, HELLS, ITGA6, MCM4, PRKDC, RAD21 et UBE2T dans
I'induction de la dormance, une sous-expression de leur transcrit respectif a été induite par
interférence par ARN. Pour la suite des expériences, un choix a d{ étre fait quant au modele
de culture utilisé. Bien que la signature transcriptomique ait été obtenue a partir de culture
en 3D, le traitement des sphéroides avec des siRNA pose le probleme de la diffusion des
molécules au sein de la sphére. En effet, contrairement aux cultures en monocouche
adhérente ou toutes les cellules recoivent une quantité homogene de siRNA, la culture 3D
risque d’induire un gradient de diffusion et les cellules du centre pourraient recevoir une
concentration en molécule de siRNA beaucoup plus faible que celles localisées en périphérie.
De fait, la sous-expression sera hétérogene, ce qui pourrait biaiser les résultats obtenus. Un
modele de sous-expression permanent par transduction avec des shRNA a été envisagé,
mais les génes visés étant potentiellement impliqués dans la multiplication cellulaire, il
aurait alors été impossible d’amplifier les cellules transduites. Une option aurait été de
générer un modele de transduction induite, ou la sous-expression est contrblée par la
présence ou l|'absence d’une molécule spécifique dans I’environnement des cellules.
Malheureusement, cette solution se serait de nouveau heurtée a la problématique de la
diffusion de I'agent inducteur jusqu’au centre de la sphere. Enfin, le xCELLigence est une
méthode simple et directe pour I'étude de la prolifération cellulaire, mais elle n’est adaptée
gu’aux cultures en monocouche adhérente. Pour toutes ces raisons, le choix a été fait de
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valider I'effet de la sous-expression des différents genes d’intérét en culture 2D plutdt qu’en
culture 3D.

Un décalage des courbes de Cl vers la droite a pu étre observé pour les traitements avec le
SiETV4, siMCM4 et siPRKDC. Si ETV4 avait déja été décrit comme impliqué dans la régulation
de la prolifération cellulaire (DeSalvo et al., 2021; Hao et al., 2020; Lecarpentier et al., 2019),
c’est la premiére fois a notre connaissance qu’est mis en évidence un tel réle pour MCM4 et
PRKDC dans le contexte du cancer. Le calcul du temps de doublement du Cl mesuré dans la
phase exponentielle de croissance (entre 36h et 60h) confirme ces résultats pour ETV4 et
MCM4.

Aucune différence au niveau de la phase de croissance des courbes du Cl n’a été constatée
pour les cellules traitées avec les siHELLS, silTGA6 et siUBE2T. Dans le cas de HELLS, une
autre étude réalisée dans I'ostéosarcome avait déja montré que la perte de I'expression de
HELLS n’avait aucun effet sur la prolifération cellulaire (Wu and Benavente, 2018). Il est
possible que la sous-expression d’HELLS soit une conséquence de la dormance plutét qu’une
cause, ce qui expliquerait sa détection dans la signature transcriptomique. A l'inverse de ce
qui a été décrits dans la littérature, la sous-expression d’/TGA6 et d'UBE2T ne semble pas
avoir d’impact sur la prolifération cellulaire (Wang et al.,, 2016, 2018). Ceci souligne
potentiellement les limites du modéle sélectionné pour étudier la prolifération cellulaire. En
effet, la signature transcriptomique a été obtenue a partir de sphéroides dont les cellules
DiD* étaient en culture depuis plus d’'un mois. Lors des tests xCELLigence, la sous-expression
des génes d’intéréts n’a été étudiée que sur une durée de 4 jours. Or, il est possible que
I'induction de la dormance soit un processus long a mettre en place, et I'effet tardif de la
sous-expression des génes ne peut pas étre observé dans notre modele d’étude. De plus, les
cellules n'ont été traitées qu’une unique fois avec les siRNA au début de I'expérience. Si la
sous-expression des transcrits a été validée par RT-gPCR a 24h, rien de garantie que le
coefficient d’extinction soit toujours supérieur a 70% au-dela de ce délai. Ensuite, le taux de
protéines n’a pas été évalué. Il se peut que ce taux n’ait pas diminué malgré I'ajout des
siRNA. Une telle situation serait possible si la quantité de protéines requise par la cellule
pour son fonctionnement est faible et que, par extension, peu de transcrits sont nécessaires
pour assurer la fonction biologique. Ainsi, puisque le coefficient d’extinction n’est pas de
100%, les ARNm restant pourraient suffire a maintenir une réponse biologique normale

malgré la sous-expression du transcrit. Une autre hypotheése serait |'existence d’un faible
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taux de renouvellement des protéines d’intéréts. Si de nombreuses protéines ont une demi-
vie de quelques jours, d’autres mettent parfois plusieurs semaines a étre renouvelées (Rolfs
et al., 2021). De fait, la durée de I'expérience pourrait étre plus courte que la demi-vie des
protéines ITGA6 et UBE2T.

Enfin, le profil des courbes de RAD21 et de la condition « Pool » est a 'opposé de ce que I'on
s’attendait a voir a priori. En effet, elles sont décalées vers la gauche par rapport au contréle
eGFP, résultat en faveur d’'une accélération de la prolifération cellulaire. Une diminution
significative du temps de doublement du ClI n’est observée que pour les cellules traitées avec
le siRAD21. Puisque la condition « Pool » correspond a un mélange équimolaire des siHELLS,
siMCMJ4, siPRKDC, siRAD21 et siUBE2T dont la concentration de chacun est 5 fois inférieure a
celle des cellules traitées avec un unique siRNA, il est probable que ce décalage de la courbe
vers la gauche soit principalement di a 'effet de la sous-expression de RAD21. De plus, ce

décalage est associé a une augmentation significative de la hauteur du pic du CI.

2.5. La sous-expression des genes de la signature agirait sur la
morphologie et la viabilité des cellules cancéreuses plutot que sur la
prolifération cellulaire

Aussi simple et direct que soit la technologie xCELLigence, elle a malgré tout ses limites.
Comme abordé dans le chapitre 2 de la partie Résultats, cette technologie se base sur une
mesure d’'impédance. Lorsque cette mesure d’impédance (Cl) augmente, cela peut traduire
plusieurs phénomeénes: une prolifération cellulaire, un étalement cellulaire ou une
augmentation de I'adhérence des cellules a leur substrat. De fait, le décalage des courbes
observé précédemment ne signifie pas nécessairement une modification de la prolifération
cellulaire.

En effet, la dénombrement des cellules a 24h, 48h et 72h aprés le début des traitements
avec les différents siRNA n’a pas mis en évidence un changement du nombre de cellules en
fonction des traitements, ce qui sous-entend que les effets observés pour ETV4, MCM4,
PRKDC et RAD21 ne sont en réalité pas di a une modification de la prolifération cellulaire.
Dans le cas de RAD21, l'augmentation du pic du Cl et le décalage de la courbe pourraient
s’expliquer par un étalement supérieur des cellules. Ainsi, méme si le nombre de cellules
reste inchangé, I'augmentation de la taille des cellules pourrait étre associée une hausse de

I'impédance. La sous-expression de RAD21 dans une lignée de cancer mammaire a induit un
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phénotype de sénescence (Zhu et al., 2016), qui est souvent associé a un élargissement des
cellules (Biran et al., 2017). Au vu du faible pourcentage de cellules larges, il est possible que
les différences de courbes observées soient également dues a une augmentation de la force
d’adhésion des cellules par le biais d’'un mécanisme indéterminé.

Un autre aspect pouvant influer sur le profil des courbes du Cl est la viabilité cellulaire. C'est
notamment le cas pour les cellules traitées avec le siETV4, puisqu’on observe une hausse du
pourcentage de cellules mortes. Or, la mort cellulaire induit une réduction de I'adhérence
cellulaire qui se traduit par une diminution des valeurs du Cl. Cette augmentation de la
mortalité cellulaire suite a la sous-expression d’ETV4 a notamment été décrite dans le
contexte du glioblastome multiforme. Elle serait alors due a l'inhibition de la voie de
signalisation PI3K/AKT/mTOR qui promouvrait I'autophagie et I'apoptose (Wang et al.,,
2022).

2.6. La sous-expression d'ETV4, RAD21 et UBE2T diminuerait la
sensibilité des cellules a la chimiothérapie.

Bien gu’aucun effet sur la prolifération n’ait pu étre mis en évidence avec notre protocole
expérimental, nous nous sommes interrogés sur l'impact des différents cas de sous-
expression quant a la sensibilité aux traitements de chimiothérapie. Des cellules MNNG/HOS
traitées ou non avec des siRNA dirigés contre les différents génes de la signature
transcriptomique ont été exposées a de la doxorubicine pendant 48h et la viabilité cellulaire
a alors été analysée. Parmi toutes les conditions, seules les conditions utilisant les siETV4,
SiRAD21 et siUBE2T réduiraient la mortalité cellulaire. Ainsi la sous-expression de ces génes
diminueraient la sensibilité des cellules cancéreuses a la doxorubicine.

L'effet chimio-protecteur de la sous-expression d’ETV4 est en accord avec I'hypothese
précédemment énoncée d’'une augmentation de I'autophagie. En effet, I'effet toxique de la
doxorubicine passe notamment par la production de ROS, or le processus d’autophagie
pourrait permettre I'élimination des mitochondries qui tendent a les stocker (Vera-Ramirez
et al, 2018). A noter que l'autophagie est une voie de signalisation couramment
surexprimée dans le contexte de la dormance cancéreuse (Akkoc et al., 2021). A l'inverse,
I'augmentation de la sensibilité des cellules cancéreuses a la radiothérapie ou a la
chimiothérapie décrite dans la littérature lorsque PRKDC est sous-exprimé n’a pas été
retrouvée dans notre étude (Li et al., 2016, 2015; Mamo et al., 2017).
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Pour résumer, nous avons mis en évidence la pertinence de |'utilisation de la culture 3D pour
étudier des mécanismes de la progression tumorale telles que la dormance dans le contexte
de 'ostéosarcome. Grace aux méthodes de culture 3D développées dans le chapitre 1 de la
partie Résultats, nous sommes parvenus a cultiver des lignées d’ostéosarcome sous forme
de sphéroides a partir desquels des cellules en potentielle dormance ont pu étre détectées
et isolées. Ceci a permis I'identification d’une expression transcriptomique différentielle de
18 genes qui, en regard de la littérature, pourraient correspondre a une signature
transcriptomique de la dormance. L’étude plus approfondie de 7 de ces genes n’a certes pas
permis de mettre en évidence un ralentissement de la prolifération lorsqu’ils étaient sous-
exprimés, mais des modifications de la morphologie et de la viabilité cellulaire ont pu étre
décrites, en plus d’un role potentiel dans la résistance aux traitements de chimiothérapie. La
dormance cancéreuse est un aspect complexe de la biologie des cancers qui joue un role
important dans la progression tumorale et la résistance aux traitements. Avec cette étude,
nous participons a la recherche sur les mécanismes impliqués dans cette dormance
cancéreuse, dont la connaissance est primordiale afin d’améliorer les traitements proposés

aux patients.
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3. CONCLUSION D |

Cette these s’est divisée en deux étapes consécutives. Dans un premier temps, un modele de
culture 3D a été développé pour permettre la génération de sphéroides dont la morphologie
est homogéne d’une expérience a 'autre. Ce modele, basé sur la méthode de culture LOT
dans des plaques a puits multiples et a fond arrondis, a permis une agrégation rapide et
réguliere des cellules en sphéroide. Selon les lignées cellulaires, des profils morphologiques
différents ont été observés qui pourraient étre corrélés a la limite de prolifération des
cellules en trois-dimensions.

Grace a ce modeéle de culture 3D, des mécanismes importants de la progression tumorales
ont pu étre étudiés. Tout d’abord, une diminution de la sensibilité a un traitement avec de la
doxorubicine au niveau des cellules cultivées en 3D par rapport a celles cultivées en 2D a pu
étre détecté. Ceci souligne la pertinence de l'utilisation des modeles 3D pour le criblage de
candidats médicaments. Cette diminution de la sensibilité pourrait s’expliquer par une
diffusion limitée de la molécule thérapeutique en 3D, mais également par un changement de
phénotype des cellules composant les sphéroides par rapport a leurs homologues en
monocouche adhérente. Un ralentissement important de la prolifération cellulaire a été mis
en évidence dans les cultures en 3D par rapport aux cultures en 2D. Ceci est caractéristique
d’un phénotype de dormance cancéreuse, déja décrit dans la littérature pour la culture en
sphéroide. De fait, le modeéle de culture 3D développé ici a également permis d’induire in
vitro cette dormance cancéreuse, alors que celle-ci n’était pas observable en culture 2D. Une
signature de la dormance a ainsi été établie, dont les différents acteurs sont cohérents avec
les données de la littérature. Le rdle joué par ces genes a ensuite été étudié plus en détail au
niveau de la prolifération, de la morphologie et de la viabilité cellulaire, ainsi gu’au niveau de

la résistance aux traitements.

Il faut cependant souligne les limites de cette étude. Tout d’abord, la méthode de culture en
LOT développée pour générer des sphéroides répétables est certes simple et rapide a mettre
en place, mais elle n’est pas universellement adaptée a toutes les lignées cellulaires. Comme
cela a été montrée notamment avec des lignées d’ostéosarcome, il peut étre nécessaire

d’affiner la composition des milieux de culture pour améliorer la formation des sphéroides.
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Notamment, I'addition de matrices de support 3D telles que la méthylcellulose ou le
Geltrex™ peut étre une solution pour permettre la croissance de certaines lignées en 3D.
Ensuite, ce modeéle a I'inconvénient de rester relativement éloigné de la réalité biologique
des cancers. En effet, une tumeur est une entité composée non-seulement de cellules
cancéreuses, mais d’'un microenvironnement tumoral riche en molécules et en cellules
variées. Il pourrait donc étre intéressant de complexifier ce modele de sphéroide en
incorporant des éléments du microenvironnement. Ceci a été en partie réalisé au cours de
cette theése, puisque des sphéroides de cellules MNNG/HOS ont été co-cultivées avec
différentes molécules du microenvironnement, a savoir de I'lL-34, du BMP-2, de I'lL6 et du
TGF-B (données non montrées). Cependant, aucun effet significatif de ces différentes
cytokines et facteurs de croissance n’a pu étre mis en évidence, ni sur la morphologie des
sphéroides, ni sur la régulation de la dormance. Il est également envisageable de co-cultiver
les cellules cancéreuses avec d’autres cellules du microenvironnement, telles que des
cellules endothéliales, des fibroblastes ou encore des cellules de l'immunité. Cela
nécessitera cependant un certain nombre de mises au point au niveau de la composition du
milieu de culture pour permettre la survie des différents types cellulaires.

Enfin, notre modele 3D se base sur 'utilisation de lignées cellulaires cancéreuses qui, si elles
ont l'avantage d’étre facilement accessibles et manipulables, ont été modifiées pour
permettre leur culture infinie in vitro. Or, ceci a entrainé des dérives par rapport aux
tumeurs initiales dont elles sont issues, limitant ainsi leur représentativité. Dans un souci de
mimétisme de la maladie, I'utilisation d’échantillons de patients doit étre envisagé dans le
futur. L’hétérogénéité inter et intra-tumorale nécessitera assurément une importante
optimisation des conditions de cultures ne serait-ce qu’entre les différents types de cancer,
mais la puissance de prédiction de ces modéles permettra de faire un bond en avant dans
des domaines tels que la médecine personnalisée.

Concernant I'étude de la dormance cancéreuse, le principal écueil est que la signature de la
dormance n’a été étudiée qu’au niveau transcriptomique. Quid de I'expression protéique ?
En effet, une sous-expression des ARNm ne garantit pas pour autant une diminution
similaire au niveau protéique. Or, dans la majorité des situations, |'activité biologique
d’intérét résulte principalement de [I'expression et de [I'activité des protéines.
Malheureusement, il est beaucoup plus difficile d’obtenir une quantité de protéine

suffisante a partir des sphéroides pour réaliser un Western Blot classique. Cependant, notre
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laboratoire a acquis récemment I'instrument Milo™, un systéme de Western Blot sur puce
permettant la mesure de I'expression de protéines a I'échelle de la cellule unique a partir
d’un échantillon de 10 000 cellules ou plus. Avec cet outil, il serait possible de valider la sous-
expression des protéines de la signature transcriptomique.

Une autre option serait la détection des protéines par immunocytochimie. Cette technique a
notamment |'avantage de permettre la visualisation de I’expression des protéines en
fonction de la position des cellules au sein du sphéroide. Deux possibilités sont réalisables :
soit les sphéroides sont immunomarqués entiers, soit ils sont découpés et les coupes sont
montées sur lames pour étre immunomarquées. Dans le premier cas, |a taille des sphéroides
peut étre un probléeme notamment au niveau de la diffusion des anticorps et des sondes
fluorescentes jusqu’au coeur du spécimen. Une optimisation minutieuse des concentrations
de molécules sera donc nécessaire afin de s’assurer que les anticorps atteignent la totalité
des cellules du sphéroide. Autrement, I'intensité du marquage observée pourrait étre liée
non pas au taux d’expression de la protéine d’intérét mais a la position des cellules au sein
du sphéroide, ce qui biaiserait les résultats. Une autre problématique associée au marquage
de sphéroides entiers est la diffraction de la lumiére. En effet, dans les spécimens épais,
méme la microscopie confocale ne permet pas de pénétrer suffisamment profondément
pour visualiser I'entiéreté du sphéroide. Une option serait la clarification des sphéroides
avec des produits chimiques permettant d’homogénéiser les indices de réfractions et de
rendre les spécimens transparents. Malheureusement, la plupart des méthodes de
clarification dissolvent la fraction lipidique des cellules, or le colorant marquant les cellules
ayant peu ou pas proliférées utilisé dans cette étude s’intégre dans les membranes lipidiques
des cellules.

La seconde option pour visualiser par microscopie nos protéines d’intéréts serait de
cryopréserver les sphéroides avant de les découper. Les coupes obtenues pourraient alors
étre immunomarquées comme le serait une monocouche adhérente de cellules. La structure
spatiale, bien que réduite a un plan unique, serait maintenue dans la limite ol la coupe
n’aurait pas entrainée un écrasement ou un déchirement du tissu.

Enfin, une importante limite de cette étude est que I'’expression de marqueurs connus de la
dormance n’a pas été étudié. En réalité, ceci a été tentée sur des coupes de sphéroides par
immunocytochimie, mais sans succes. La mise au point s’est avérée complexe. Dans le temps

impartis de ce projet, et compte tenu des autres expériences en cours, il n’a pas été possible
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de pousser plus loin cet aspect. En particulier, la détection de p21 (une protéine détectée
notamment dans les cellules en sénescence) a été réalisée, mais aucun signal n’a pu étre
mesuré. L'absence d’un modeéle cellulaire servant de controle positif a empéché de conclure
sur la significativité de ces résultats, puisqu’ils pouvaient tout aussi bien témoigner d’une
absence de la protéine, que d’'un manque d’efficacité des anticorps utilisés. Dans le cadre de
la poursuite de ce projet, le développement de cette partie immuno-histo/cytochimie serait

la premiére étape.

Pour conclure, ce projet de thése a permis de développer un modeéle de culture 3D utilisable
par un grand nombre de scientifique puisqu’aucune compétence pointue n’est nécessaire.
Le choix des méthodes d’analyses est plus complexe, mais I'utilisation des modéles 3D étant
de plus en plus répandue, de nouveaux essais expérimentaux adaptés a ce type de culture
voient le jour, et de nombreux autres sont parfaitement adaptables apres quelques mises au
point, comme cela a été démontré dans ce manuscrit.

Ainsi, la culture en 3D est parfaitement réalisable dans n’importe quel laboratoire et
j’encourage son intégration aux projets de recherches pré-clinique in vitro, puisqu’elle
permet d’étudier des mécanismes tels que la résistance aux traitements et la dormance
cancéreuses qui ne serait pas spontanément observable en culture 2D. De plus, c’est un
modele de culture particulierement puissant dans le contexte de la médecine personnalisée

lorsque des échantillons de patients sont utilisés pour générer des organoides.
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