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NOUVELLE

Des organes sur puce au service

de la cancérologie

Annie Molla, Jean-Luc Coll

> Aprés des décennies a étudier les cel-
lules cancéreuses humaines adhérant sur
une surface plastique, la biologie cellu-
laire s’est progressivement complexifiée
en intégrant la 3¢ dimension. Des dépots
de matrice extracellulaire peuvent étre
réalisés par des imprimantes 3D recons-
tituant ainsi in vitro,
des réseaux de fibres
de collagéne [1] (=¥).
De nombreuses tech-

(=) Voir la Nouvelle
de N. Elkahatib et
G. Montagnac, m/s
n° 6-7, juin-juillet

. 2018, page 522
niques de cultures cel-

lulaires en 3D ont également été décrites
ces quinze derniéres années. Les cellules
sont soit déposées sur un lit de matrice
extracellulaire (souvent du matrigel™),
soit cultivées dans des conditions empé-
chant leur adhérence (puits de faible
adhérence, lit d’agarose ou en goutte
pendante). Ces modeéles reproduisent les
interactions cellule-cellule et seule la
couche externe de cellules est en contact
constant avec les nutriments. Une zone
hypoxique se crée ainsi progressivement
au centre de "agrégat cellulaire, nommé
organoide ou sphéroide (Figure 1). Il a
été montré que les récepteurs de sur-
face, comme I’€GFR (epithelial growth
factor receptor), étaient plus faiblement
exprimés dans les sphéroides, compara-
tivement a ce qui est observé avec les
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mémes cellules cultivées en 2 dimensions
(2D) (Figure 1). La signalisation intra-
cellulaire y est donc différente.

Un des avantages des cultures 3D est
également de pouvoir introduire au sein
des sphéroides des cellules annexes
qui sont présentes dans les tumeurs,
comme les fibroblastes ou les cellules
immunitaires. Ainsi, "ajout de fibro-
blastes de patients a des cellules de
mélanome cultivées en 3D modifie les
voies de prolifération des cellules can-
céreuses avec la réactivation de la
voie ERK (extracellular signal-regu-
lated kinase) via Fak (focal adhesion
kinase) au détriment de BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homo-
log BI) [2]. Toutefois, ces cultures en
suspension présentent des défauts de
cytodiérese et ne peuvent donc tota-
lement rendre compte de la croissance
des tumeurs [3]. Ces cultures ne repro-
duisent également pas les interactions
et les échanges entre la tumeur, les
tissus voisins et le systéme vasculaire
environnant, qui sont des contributeurs
importants a sa progression et donc
essentiels a la lutte contre le cancer.
Pour pallier ces défauts et définir des
modeéles thérapeutiques plus prédictifs,
une nouvelle technologie se développe :

il s’agit d’organes sur puce! (OSP) inté-
grés dans un systeme de microfluidique.
Le groupe de Donald Ingber, précurseur
dans cette technologie, a publié récem-
ment une revue dans Nature Rev Cancer
[4], qui décrit les systémes existants et
leurs potentialités. Dans cette nouvelle,
nous analyserons les OSP présentés
dans cette revue en centrant le propos
sur le cancer du poumon [4, 5].

Description de la puce poumon

Ces dispositifs miniaturisés utilisent la
technologie de la microfluidique et de la
culture cellulaire pour reproduire I"envi-
ronnement complexe d’une tumeur au
sein d’un organe. Les cellules tumorales
reposent sur une monocouche de cellules
épithéliales de poumon non transfor-
mées, elle-méme en contact avec une
matrice extracellulaire (MEC) enrichie
en fibroblastes normaux et perfusée par
du milieu de culture. La MEC est déposée
sur une membrane synthétique poreuse
qui assure I'interface avec le compar-
timent basal (Figure 2) [5, 6]. Ce tissu
reconstitué est, dans sa partie basale,

I€lles sont appelées « puces » car, & I'origine, leur élabo-
ration est adaptée des méthodes de microfabrication des
composants d’ordinateurs.
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Figure 1. Complexification des cultures de cellules cancéreuses. A I’origine, les cellules cancéreuses étaient cultivées sur supports plastiques.

Des cultures en 3-dimensions ont été progressivement développées et ont été complexifiées avec des cellules annexes (fibroblastes ou cellules

immunitaires). Les cellules cultivées en 3D ont un taux de renouvellement plus faible que les cellules des cultures en 2D et peuvent &tre étudiées

a long terme. Plus récemment, des organes sur puce (OSP), intégrés dans un systéme de microfluidique, ont été élaborés. Les OSP reproduisent les

contacts entre le tissu sain, la tumeur et son environnement, et intégrent les données chimiques et mécaniques. Ces cultures peuvent étre main-

tenues a long terme. U'expression des récepteurs de surface comme I’€GFR (epithelial growth factor receptor) est modulée par les conditions de

culture, soulignant I'intérét de ces modeéles pour évaluer 'efficacité de drogues en oncologie.

en contact avec un tapis de cellules
endothéliales perfusées et, dans sa par-
tie apicale, au contact avec I’air. Le
compartiment principal est situé entre
deux chambres creuses au travers des-
quelles une aspiration cyclique peut
€tre appliquée, imitant ainsi les signaux
mécaniques des organes et, dans le cas
du poumon, reproduisant les interfaces
air-liquide et la force mécanique de la
respiration [5,6]. Ainsi, ’OSP poumon
respire !

Intérét de ces dispositifs

Ces dispositifs permettent d’analyser la
plupart des étapes de progression du can-
cer : la croissance tumorale et son expan-
sion, Iangiogenese, la transition épithé-
lio-mésenchymateuse (EMT), la migration
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et I'invasion d’une cellule tumorale et les
étapes métastatiques [4].

Dans I’0OSP poumon, la croissance des
cellules de cancer du poumon humain
non & petites cellules (CPNPC) dépend
entierement de facteurs micro-environ-
nementaux locaux produits par les cel-
lules épithéliales alvéolaires normales
et par les cellules endothéliales du pou-
mon qui ont été interfacées a travers
la membrane poreuse (Figure 2). Ces
cellules de cancer du poumon restent
au repos pendant environ 12 jours de
culture sur la puce avant d’initier une
croissance logarithmique avec un temps
de doublement d’environ 40 heures
(dans une culture 2D, il est d’environ
30 h). Cette étape de dormance tumo-
rale mime en partie la maladie résiduelle

et ainsi les OSP permettent de tester des
stratégies pour la combattre [5].

La proximité entre les cellules stro-
males et les cellules cancéreuses facilite
les échanges de facteurs solubles. Il
est ainsi possible d’étudier la progres-
sion tumorale. Le milieu conditionné de
I’épithélium alvéolaire sain s’avere suf-
fisant pour favoriser la prolifération des
cellules cancéreuses, mais les facteurs
sécrétés par les cellules endothélialles
réduisent cette croissance tumorale.
Apres 14 jours de culture, des cellules
tumorales traversent la membrane
séparant I"épithélium de I’endothélium.
€lles s’accumulent dans le canal vascu-
laire ou elles proliférent. Cette extrava-
sation est moindre quand I’OSP est sou-
mis a des mouvements respiratoires [5].
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Figure 2. La puce poumon. Les cellules tumorales reposent sur une monocouche de cellules épi-

théliales de poumon non transformées, qui est au contact d’une matrice extracellulaire (MEC)

enrichie en fibroblastes normaux. La MEC est déposée sur une membrane synthétique poreuse

qui assure I'interface avec le compartiment basal, lui-méme constitué d’un tapis de cellules

endothéliales de poumon. 'ensemble est perfusé et la partie apicale est au contact avec I'air.

Le compartiment principal est situé entre deux chambres creuses au travers desquelles une

aspiration cyclique peut étre appliquée, qui mime la force mécanique de la respiration. Les

modifications induites par la force mécanique sont indiquées. EGF : epithelial growth factor.

Cette technologie a également dévoilé
les contributions des différents types
cellulaires pour la migration et I'en-
vahissement des cellules tumorales.
L'analyse de la boucle paracrine entre
les cellules humaines d’adénocarcinome
pulmonaire CL1-0 et les fibroblastes
de poumon MRC-5 révele que le TGF-f3
(transforming growth factor-f3), sécrété
par les cellules cancéreuses, stimule la
transformation des fibroblastes en myo-
fibroblastes qui, en retour, favorisent la
migration des cellules cancéreuses [7].
Des études in vivo antérieures avaient
révélé que les cytokines IL-6 (interleu-
kin-6) et IL-8, ainsi que le VEGF
(vascular endothelial growth factor)
pouvaient étre des indicateurs pronos-
tiques cliniquement importants de la
croissance du cancer du poumon [8,9].
L’OSP dispose d’un écoulement de fluide
dans le canal vasculaire, il est donc
possible d’analyser les composants
sécrétés en recueillant les effluents
au fil du temps dans ce compartiment
basal. Les études utilisant I’OSP pou-
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mon ont révélé que les concentrations
d’IL-6 et de VEGF étaient effectivement
élevées dans les effluents, mais que
les taux d’IL-8 diminuaient, et cela
quelque soit la force mécanique appli-
quée au dispositif. Lorsque les cellules
tumorales du poumon sont traitées par
le rociletinib, un inhibiteur de tyrosine
kinase (ITK) de troisiéme génération,
une réduction considérable des taux
d’IL-6 et d’IL-8 est observée parallele-
ment @ une augmentation des taux de
VEGF. Les niveaux de suppression des
deux cytokines induits par I'inhibiteur
sont significativement plus importants
dans les puces exposées aux mouve-
ments physiologiques de respiration
[5]. Une telle réduction des taux d’IL-8
au cours des traitements par les ITK des
cancers du poumon a également été
rapportée dans les essais cliniques chez
I’homme [8, 9].

Quand une contrainte cyclique mimant
les mouvements respiratoires physio-
logiques est exercée sur le capillaire
alvéolaire, la croissance des cellules

cancéreuses est inhibée d’environ 50 %.
Toutefois, la contrainte mécanique
induit une baisse d’expression de I’€EGFR
et de sa phosphorylation et conduit in
fine a une résistance accrue au roci-
letinib [5]. Cette absence de réponse
aux ITK s’explique par une modification
de la signalisation (L) ygirqsynthese
de R. Montagne
etal.,m/sn° 10,
octobre 2014,

page 864

intracellulaire et par
la surexpression de la
kinase c-Met® [10]
(=).

Ce méme mécanisme de résistance est
décrit chez les patients atteints de
CPNPC, confirmant les potentialités des
OSP pour prédire les réponses aux thé-
rapies [11].

Ces réponses, qui nauraient pas pu étre
évaluées sans l'utilisation de cette tech-
nologie, pourraient expliquer des situa-
tions physiopathologiques. Des cancers
du poumon, qui se développent rapi-
dement et perturbent le mouvement
alvéolaire, répondent efficacement a un
traitement qui induit pourtant des résis-
tances chez d’autres patients avec une
maladie résiduelle minimale et une fonc-
tionnalité pulmonaire normale [4, 5].

Généralisation des OSP

et de leurs applications

De nombreux micro-dispositifs OSP qui
reproduisent les propriétés fonctionnelles
et mécaniques de divers organes, comme
les tubules rénaux, I'intestin gréle, le foie,
la moelle osseuse et la barriere hémato-
encéphalique ont été créés [4]. Certains
sont constitués non plus de cellules iso-
lées, mais de « copeaux » d’organe et
sont produits en série, ce qui augmente le
champ de leurs applications. Les OSP per-
mettent d’évaluer les réponses aux dro-
gues dans des conditions presque physio-
logiques puisque ces puces peuvent étre
perfusées par du sang pendant quelques
heures. Il est également envisageable de
suivre I'impact sur ces cellules de patho-
genes ou d’agressions environnemen-

’Le récepteur & activité tyrosine kinase Met et son ligand
I'HGF (hepatocyte growth factor)/SF (scatter factor) sont
des inducteurs potentiels de la transformation et de la pro-
lifération cellulaires.
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tales (rayonnement, pesticides, fumée de
cigarette, etc.). Ces OSP sont un élégant
modele pour étudier I’environnement
tumoral, mais peuvent également mimer
d’autres situations pathologiques comme
I’cedeme pulmonaire et la thrombose,
I’asthme ou la maladie pulmonaire obs-
tructive chronique (BPCO) [4].

Les OSP ouvrent donc de nouvelles pers-
pectives pour le développement de médi-
caments et de stratégies thérapeutiques
innovantes. Ces dispositifs pourront a
terme permettre "évaluation de théra-
pies ciblées sur des biopsies. Des dispo-
sitifs commerciaux existent, mais leur
mise en ceuvre est encore complexe. La
plupart d’entre eux sont réalisés avec
des polymeres flexibles, comme le poly-
diméthylsiloxane (PDMS), dans lesquels
des micro-canaux sont creusés. |l semble
que le PDMS puisse absorber certains
facteurs et ait un effet sur ’homéostasie
du systéme. Le choix des milieux de per-
fusion est également encore tres empi-
rique et demandera de longues mises au

point. L'utilisation de ces dispositifs en
médecine personnalisée pour prédire les
réponses thérapeutiques est donc évo-
quée, mais ces thérapies seront encore
hypothétiques tant que ces verrous tech-
nologiques ne seront pas levés.

Les OSP, par leur versatilité, leur mimé-
tisme des situations physiopatholo-
giques, & la fois chimiques (gradient de
soluté) et mécanique (poumon, intestin,
etc.), représentent néanmoains un pas de
géant dans la recherche en oncologie. ¢
Organs-on-chips dedicated to
oncology
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	RÉFÉRENCES

