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B Résumé

Malgré les progres thérapeutiques, le cancer de la prostate (CaP) reste un enjeu de santé publique
par son incidence et sa mortalité élevée. Les difficultés de la recherche sur le CaP viennent du
manque de modéles précliniques in vitro et in vivo capables de reproduire ses caractéristiques.
Actuellement, les cultures de lignées cellulaires de CaP in vitro en 2D sont les plus répandues, mais
elles ont de nombreuses limites. Elles ne reproduisent pas la morphologie cellulaire, I'architecture
tissulaire, et ne refletent pas I'hétérogénéité tumorale entre les patients et au sein méme de la
tumeur. De plus, elles sont dépourvues du microenvironnement tumoral et des cellules souches
cancéreuses qui sont deux acteurs incontournables du CaP. Les modeles in vivo murins du CaP ne
représentent pas le spectre des altérations génétiques de la maladie et ont des difficultés
a reproduire le processus métastatique. Par conséquent, la physiologie de ces modeles in vitro
et in vivo est extrémement éloignée de celle des tumeurs prostatiques des patients. Les modeles
de culture cellulaire en 3D s'affranchissent de ces limites en partageant les caractéristiques des
tumeurs in vivo tout en en gardant la reproductibilité expérimentale des modéles in vitro. Les
modeles en 3D du CaP comprennent les sphéroides qui dérivent des lignées cellulaires tumorales,
et les organoides issus des tumeurs primaires ou des métastases du CaP. Dans ces structures, la
morphologie cellulaire est conservée, une matrice extracellulaire entoure les cellules et les
interactions cellules-cellules et cellules-matrice sont préservées. De plus, les organoides conser-
vent les altérations génétiques des tumeurs prostatiques dont ils dérivent et ils permettent |'étude
des cellules souches cancéreuses au sein d'un microenvironnement. Les organoides ouvrent la
perspective de tests thérapeutiques couvrant le large spectre des phénotypes du CaP. Les
organoides générés a partir de biopsies de patients pourraient de plus, mener vers une médecine
personnalisée.
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B Summary

Progress in prostate cancer study: 3D cell culture enables the ex vivo reproduction of
tumor characteristics

Despite new therapeutics options, Prostate Cancer (PCa) remains a public health challenge
because of its high incidence and mortality. Limits in PCa research come from the lack of in vitro
and in vivo models that mimic the human disease. Currently, 2D in vitro tissue culture models of
PCa are widely used but they present numerous limits. They do not reproduce cellular morpho-
logy, tissue architecture, inter-patients and intratumor heterogeneity. Furthermore, they lack two
key components of PCa tumors, the tumoral microenvironment and the cancer stem cells. In vivo
murine models of PCa cannot be representative of all the genetic alterations known in prostate
tumors and they hardly reproduce the pathophysiology of human metastatic progression.
Consequently, the physiology of these in vitro and in vivo models do not well represent patients
tumors. 3D cell cultures overcome many of these limits by sharing morphologic characteristics
with in vivo tumors as well as reproducibility of in vitro models. 30 models of PCa include
spheroids derived from tumor cell lines, and organoids, derived from patient. In 3D cell cultures,
cell fitness is maintained, the physiological cells-cells and cell-matrix interactions are restored
and an extracellular matrix surrounds the cells. Organoids, generated from PCa primary tumors or
metastases, allow studies on cancer stem cells and their microenvironment. Moreover, organoids
retain genetic integrity of PCa tumors. PCa organoid model is an innovative tool that offers great
perspectives of therapeutic screening. In the future, organoids generated from patients' biopsies

may also lead to personalized medicine.

Etat des lieux

Le cancer de la prostate (CaP) est un enjeu de santé publique
dans les pays occidentaux, et notamment en France, par son
incidence (53 913 nouveaux cas en 2011 ; 25,6 % de l'incidence
des cancers masculins) et sa mortalité élevée (8893 déces en
2011; 10,4 % des déces par cancer masculin). La prévalence des
patients atteints de CaP augmente avec le vieillissement de la
population [1].

Ces derniéres années, des progres majeurs ont été réalisés dans
le contréle de la maladie que ce soit au niveau local, locoré-
gional ou d'emblée métastatique, avec I'amélioration des
techniques chirurgicales et de radiothérapie, I'apparition de
nouveaux médicaments (notamment ciblant le récepteur ou
la biosynthese de la testostérone), et la possibilité de réaliser
des traitements multimodaux. Ainsi, pendant la derniere décen-
nie, le pourcentage de survie relative a 5 ans du CaP a régu-
lierement augmenté en Europe en passant de 73,4 % en 1999~
2001 a 83,4 % en 2005-2007 [2].

Néanmoins la meilleure séquence de traitement des formes
métastatiques, responsables de la mortalité des CaP, reste
encore discutée. La médiane de survie des patients métastati-
ques (M+) arécemment été évaluée a 42 mois, pour les patients
sous hormonothérapie au long cours et ayant accés aux derniers
traitements actifs aprés échec de I'hormonothérapie de pre-
miere ligne [3]. Le groupe des patients M+ est particulierement

hétérogene [4] du fait de cancers agressifs pouvant rapidement
évoluer vers des formes résistantes a la castration. Les efforts de
recherche actuels portent sur la compréhension des mécanis-
mes biologiques responsables de l'initiation puis de I'hormono-
échappement des CaP, avec l'espoir de mettre au point de
nouvelles thérapeutiques.

Pour cela, la disponibilité de modeles de laboratoire est d'une
importance cruciale. Cependant, I'étude du CaP est rendue
difficile par le faible nombre et l'imperfection des modeles
précliniques susceptibles de reproduire au mieux les caractéris-
tiques de la pathologie humaine.

Les modeles animaux ont été le fondement de la recherche sur
le CaP mais ils ont un intérét restreint dans |'étude des patho-
logies humaines car ils souffrent d'importantes limites. Les seuls
mammiféres non humains connus pour développer spontané-
ment un CaP sont les chiens et les primates [5] [6]. Ces deux
modeles sont peu utilisés notamment a cause d'une latence
importante dans le développement tumoral. Les modéles expé-
rimentaux chez les rongeurs sont eux largement utilisés pour
I'étude des mécanismes de carcinogenése prostatique. Il s'agit
de souris transgéniques avec une expression variable d'onco-
genes, de récepteurs hormonaux et de suppresseurs de tumeurs
[7] et de rats développant des tumeurs apres induction hormo-
nale ou chimique [8]. Malheureusement, si ces modeéles ani-
maux permettent d'étudier l'initiation et la progression du CaP,
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leur handicap majeur est de ne pas ou peu produire des métas-
tases osseuses, étape critique dans la physiopathologie
humaine du CaP [9,10].

Les modeles in vivo de CaP d'origine humaine existent. Il s'agit
de transplanter des cellules ou des tissus tumoraux prostatiques
issus de patient chez I'animal immunodéprimé : on parle alors
de xénogreffe tumorale. Les xénogreffes sont intéressantes car
les tumeurs humaines conservent leurs caractéristiques histo-
logiques et génétiques et disposent d'un microenvironnement
relativement complet pour se développer. Si certaines xéno-
greffes, notamment aprés transplantation orthotopique, mon-
trent une efficacité métastatique [9], la physiopathologie
animale rend délicate [I'extrapolation clinique de tests
thérapeutiques.

Les modeles in vitro actuellement disponibles en routine pour
I'étude du CaP sont essentiellement des lignées cellulaires
tumorales cultivées en 2D. Ces modeles ne recréent ni I'archi-
tecture tissulaire et la diversité environnementale, ni les diffi-
cultés du ciblage thérapeutique retrouvées in vivo
(pharmacocinétique, biodisponiblité). Souvent, ces lignées ne
reflétent pas I'hétérogénéité tumorale entre les patients et au
sein méme de la tumeur. Ainsi, la biologie de ces modéles peut
étre extrémement éloignée de celle des tumeurs chez les
patients.

Au sein des tumeurs prostatiques, une sous-population cellulaire
mineure, les cellules souches cancéreuses (CSC), est responsable
de la carcinogenese, du développement métastatique et de la
résistance thérapeutique [11]. Les CSC sont issues de la trans-
formation maligne des cellules souches adultes de la prostate ou
de leurs progéniteurs [12] [13]. Elles ont pour propriétés la
capacité de former des colonies in vitro et celle de générer
des tumeurs aprés transplantation chez I'animal. De plus, leurs
fonctions de survie, de prolifération et d'invasion sont grande-
ment influencées par le dialogue qu'elles instaurent avec leur
environnement. Un modéle d'étude qui prenne en compte le
role de la cellule souche dans le développement tumoral serait
donc le plus approprié [14].

De nouveaux modeéles d'étude préclinique du CaP émergent,
prenant en compte a la fois la souplesse d'investigation des
modeles in vitro et certains éléments critiques de la physiopa-
thologie in vivo tels que |'architecture et le microenvironnement
tissulaire. Il s'agit de cultures cellulaires tumorales en 3D for-
mants des sphéroides accompagnées ou non de cellules stro-
males. Parmi ces cultures en 3D, le modéle organoide semble
étre le plus pertinent pour I'étude du CaP. En effet, les organoi-
des se développent a partir de cellules primaires isolées de
patients, grace aux propriétés de survie et d'auto-renouvelle-
ment des cellules souches, et se différencient en respectant la
hiérarchie et I'architecture tissulaires Ainsi, une déréqulation des
cellules souches et/ou de leurs progéniteurs dans le CaP pro-
duira des organoides morphologiquement et fonctionnellement
représentatifs de la tumeur in vivo [15].

tome xx > n°x > xx 2017 [ |

La mise en place de nouveaux modeles précliniques du CaP est
cruciale pour améliorer notre connaissance de la biologie du CaP
et réaliser de nouveaux tests thérapeutiques, si possible per-
sonnalisés. Cet article pointe les limites des modeles de culture
cellulaire classiques, explique l'importance de la prise en
compte des cellules souches et de leur microenvironnement
et présente les modeles d'avenir dans I'étude du CaP.

Les lignées cellulaires tumorales en 2D :
une représentation limitée de I'in vivo

Jusqu'a présent, I'étude du CaP, en particulier en ce qui concerne
la découverte de médicaments et les tests précliniques, a été
fortement dépendante de I'utilisation de modeles de mono-
culture en 2D, presque exclusivement basés sur des lignées
cellulaires immortalisées (PC-3, DU-145, LNCaP sont les plus
utilisées). Les caractéristiques des lignées cellulaires du CaP
utilisées en laboratoire ont été largement décrites et leurs
propriétés pour mener des recherches spécifiques soigneuse-
ment détaillées [16].

Dans ces modeles, les cellules sont cultivées en monocouche
a température corporelle sur un support plastique rigide, en
présence d'un milieu nutritif supplémenté avec du sérum bovin
pour favoriser la croissance cellulaire. La grande force de la
monoculture en 2D est la simplicité de sa mise en place, son
co(t modéré et la reproductibilité des essais et des résultats
dans des laboratoires différents.

Cependant, seules une quinzaine de lignées cellulaires de CaP
sont établies et disponibles (tableau 1), car le rendement d'éta-
blissement a partir de matériel tumoral prostatique humain est
tres faible, de I'ordre de 1 % [17,18]. Surtout, ces lignées ne
reproduisent pas toujours les caractéristiques biologiques cou-
rantes de la maladie, telles que I'expression du récepteur aux
androgenes ou la sécrétion du Prostate Specific Antigen (PSA)
[19], ce qui signifie qu'elles ne représentent pas la maladie
primitive. Elles sont quasi exclusivement issues de sites métas-
tatiques et ne permettent pas I'étude des voies de signalisation
biologiques au sein des tumeurs primaires qui sont responsables
de la transformation métastatique et de la résistance a la cas-
tration. C'est le cas notamment des lignées PC-3, DU-145 et
LNCaP qui sont les plus couramment utilisées en recherche [17].
En dépit d'énormes efforts, seulement trois lignées issues de
tumeurs primaires existent (EO06AA, HH870, Bob et Serbob)
mais elles sont mal documentées et ne donnent pas toujours
des tumeurs apres implantation chez la souris [20]. Les autres
lignées primaires ne sont pas réellement représentatives du CaP
car leur phénotype a pu dériver aprés une greffe chez I'animal
(22RV1, ALVA-31, PC 346 () ou suite & une contamination par
d'autres lignées (ALVA-31, 41, 55 et 101, DuPro-1) [19,21]
(tableau I).

De méme, les lignées cellulaires du CaP qui sont soumises a une
sélection clonale par leurs conditions de culture, ont une grande
homogénéité cellulaire contrastant avec la tumeur dont elles
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TasLEAU |

Lignées cellulaires disponibles pour I'étude du CaP. Les lignées peuvent étre classées selon leurs origines, leurs sensibilités aux
androgénes, et I'expression de marqueurs retrouvés de facon inconstante dans les tumeurs. D'aprés NA, Nakouzi [19].

Nom Origine Sensibilité aux Marqueurs sériques Expression Expression Tumorigénicité
androgenes et histologiques Pten TMPRSS2-ERG in vivo
PC3 Méta 0s Al, AR- - —/Mut - +
DU 145 Méta cerveau Al, AR PAP + - +
TSU-PR1 Méta Gang Al, AR PAP ND ND +
DUPRO-1 Méta Gang Al, AR PAP ND ND +
1013 L ADK Prostate Al, AR - ND ND +
ND-1 Dérivée DU-145 Al PSA + - + ND ND
LNCap Méta Gang AS, AR+ PSA, PAP Mut - +
ARCaP Ascites AS, AR+ PSA ND - +
MDA-Pca-2a Méta 0s AS, AR+ PSA ND - +
MDA-Pca-2a Méta 0s AS, AR+ PSA ND - +
VCap Méta 0s AS, AR+ PSA - + +
22RV1 XENO CW22 ADK Prostate Al, AR+ PSA + - +
ALVA-31 Dérivée PC3 ADK Prostate ? AS, AR+ PSA-PAP - ND ND
PC346 C Xéno PC-346 ADK Prostate Al, AR+ PSA ND ND +
Bob Prostate CRPC Al, AR- PAP, PSCA ND ND -
SerBob Dérivée de Bob Al, AR- PAP, PSCA ND ND -
Nci-H 660 Méta Poumon Al, AR- PSA Mut + +

Al : androgeno-indépendent ; AR : récepteur aux androgenes ; ADK : adénocarcinome ; Méta : métastase ; Mut : muté ; ND : non déterminé ; PSA : Prostate Specific Antigen ; PAP :
Phosphatase Acide Prostatique ; Gang : ganglionnaire ; XENO : xénogreffe ; Pten : géne suppresseur de tumeur dont la délétion est souvent associée au CaP ; TMPRSS2-ERG : géne de

fusion représentant I'anomalie moléculaire la plus fréquente dans le CaP

sont issues. Apres de nombreux passages (repiquage des cel-
lules pour leur multiplication), les lignées cellulaires deviennent
différentes des tumeurs d'origine, avec des changements phé-
notypiques et génétiques progressifs, responsables de modifi-
cations dans la morphologie, la réponse aux stimuli, la
croissance, I'expression protéique et la migration cellulaire
[22,23].

Les progrés récents en génomique ont permis d'établir un
catalogue de lésions génétiques qui sous-tendent la tumoro-
geneése prostatique [24,25]. Nombre de ces altérations (muta-
tion SPOP, mutation FOXA1, perte de CHD1...) ne sont pas
présentes dans les lignées disponibles en 2D. En outre, dans
le cancer de la prostate résistant a la castration (CPRC), la
pression thérapeutique peut conduire a significativement aug-
menter I'hétérogénéité cellulaire [26] et un grand répertoire de
lignées CPRC serait nécessaire pour représenter les différents
mécanismes de résistance. Le modele de culture cellulaire
classique en 2D ne permet pas l'obtention de ce répertoire

€ -
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de lignées cellulaires du CaP primaire et métastatique dont la
recherche a besoin.

La limite, peut-étre principale, des cultures classiques est leur
conformation spatiale qui les éloigne de I'in vivo. Les cellules
cultivées de facon plane constituent un modele idéalisé, sim-
plifié, ou toutes les cellules ont acces aux nutriments, a I'oxy-
géne, et sont en contact avec les drogues présentes dans le
milieu. Par exemple, I'hypoxie n'est pas prise en compte dans la
culture in vitro classique. Or, I'hypoxie est une des caractéris-
tiques des tumeurs solides, et ses conséquences (expression des
génes dépendant de I'hypoxie) controlent le métabolisme, la
survie, la prolifération, l'invasion et la sensibilité thérapeutique
tumorale [27]. Aussi, dans les cultures monocouches, le gradient
de diffusion des drogues au sein de la tumeur n'est pas retrouvé ;
toutes les cellules étant exposées, in vitro, a la méme concen-
tration de principe actif. En outre, il est désormais établi que le
comportement cellulaire en 2D est altéré avec des différences
de morphologie, polarité, différenciation, interaction avec la
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matrice extracellulaire (MEC), par rapport a ce qui est observé in
vivo [28]. Ces notions sont particulierement importantes au
regard de |'étude des CSC du CaP car les conditions de culture
en 2D ne sont pas favorables a la maintenance du phénotype
souche et de la hiérarchie tissulaire.

Enfin, I'absence de microenvironnement dans les modéles en
2D est un souci majeur pour le développement et la propagation
de lignées tumorales. In vivo, le microenvironnement des CSC
participe activement a leur survie et a leur prolifération, donc
a la maintenance tumorale [29]. Les interactions entre les
cellules tumorales et leur microenvironnement sont perma-
nentes, et permettent la progression puis la dissémination
tumorales [30]. Des différences importantes dans la régulation
de kinases telles que la Focal Adhesion Kinase ou de facteurs
transcriptionnels tels que c-Myc, qui sont particuliéerement im-
pliqués dans le dialogue de la cellule avec son environnement,
ont été mises en évidence entre les conditions de culture 2D
et 3D ou in vivo [31]. En conséquence, des cellules tumorales
cultivées en 2D montrent un taux de prolifération anormale-
ment élevé par rapport a celui qui est observé en 3D ou in
vivo [32]. Ainsi, les contacts adhésifs et les sécrétions para-
crines du stroma jouent un rdle majeur dans « l'identité »
tumorale et doivent étre pris en compte dans les modeles
précliniques.

Les (SC et le microenvironnement tumoral :
deux incontournables de la
physiopathologie du CaP

La mise en place de nouveaux modeles d'étude précliniques
suppose une bonne connaissance de deux acteurs clefs de la
physiopathologie du CaP, les CSC et le microenvironnement.

Les CSC

Deux modéles principaux permettent d'expliquer I'hétérogé-

néité des cancers solides :

* le modele stochastique (ou théorie clonale), ou toute cellule
méme différenciée peut, a la suite de changements épigé-
nétiques répétés et/ou génétiques, proliférer de facon indé-
finie et former un clone tumoral. Le clone le plus agressif et le
plus apte a survivre étant sélectionné lors de la progression
tumorale [33] ;

* le modele des CSC, ou suite a la déréqgulation des voies de
signalisation qui contrélent leur survie, leur prolifération et
leur différenciation, les cellules souches ou leurs progéniteurs
précoces donnent naissance a des cellules anormales, carac-
térisées par un fort potentiel de prolifération (d'emblée ou
aprés un second évenement oncogénique) et un blocage de
différenciation : les CSC. Dans ce modeéle, une certaine hiérar-
chie tissulaire est conservée puisque les CSC donnent nais-
sance a toutes les autres cellules tumorales et sont les seules
a avoir la capacité de générer la tumeur apres transplantation
chez I'animal [34].

tome xx > n°x > xx 2017 [ |

Cependant ces deux modeles ne sont pas mutuellement exclu-
sifs (figure 1) [35]. Dans le CaP, il est probable que les CSC soient
a l'initiation du développement pré-tumoral et soient responsa-
bles de la rechute post-thérapie [36] ; alors que dans un stade
plus avancé, un clone dérivant d'une (SC avec des capacités
proliférative et invasive accrues pourrait dominer. Ainsi, au stade
pré-tumoral, les modifications épigénétiques et les mutations
oncogéniques s'accumuleraient dans des cellules souches dites
précancéreuses avant qu'un phénotype cancéreux émerge visi-
blement. Nécessairement, ces phénoménes sont lents, en rai-
son de la quiescence relative des cellules souches, expliquant
une progression lente et la découverte tardive des CaP [36,37].

Le microenvironnement tumoral et la niche des CSC
L'épithélium prostatique est entouré par un stroma, principale-
ment composé de cellules musculaires lisses et d'une MEC. Les
autres cellules stromales sont les fibroblastes, les cellules immu-
nitaires, et les cellules endothéliales. Cet ensemble constitue le
microenvironnement de la prostate [38].

Plus spécifiquement, le microenvironnement des cellules sou-
ches de la prostate ou niche, se situe au niveau de la membrane
basale. A ce niveau, les cellules souches expriment fortement
I'intégrine o231 permettant l'ancrage au collagene et dévelop-
pent une interaction hétérotypique avec le compartiment stro-
mal sous-jacent dont notamment les fibroblastes [39,40].

Les capacités d'auto-renouvellement et de différenciation
(figure 1) des CS normales et cancéreuses sont controlées par
des facteurs provenant de la niche. Les facteurs extrinseques
fournis par la niche, associés aux molécules contenues dans les
progéniteurs eux-mémes, ont une incidence clé sur les décisions
de développement tels que la division symétrique ou asymé-
trique [39].

Il est probable qu'une des classes de mutations conductrices
dans le CaP confére aux CS une indépendance vis a vis de leur
niche et la capacité de la modifier a leur avantage [35]. La niche
stromale est alors incompétente dans le contréle de la division
des CS (orientation symétrique ou asymétrique, fréquence)
favorisant leur multiplication, transformation, puis leur dissémi-
nation [41].

D'autres interactions entre les cellules du stroma et I'épithélium
prostatique ont un rdle dans le développement de la tumoro-
genese. Par exemple, les cellules immunitaires au travers des
réactions inflammatoires agissent dans le CaP. Des preuves
croissantes montrent que I'inflammation chronique prostatique
favorise la carcinogeneése, en perturbant la réponse immunitaire
et la régulation du microenvironnement [42,43]. Il a également
été démontré que les fibroblastes associés aux carcinomes (CAF)
ont un phénotype particulier [44,45] et sont capables de sti-
muler la transformation tumorale d'un épithélium prostatique
sain, ce dont ne sont pas capables les fibroblastes normaux [46].
Quant au réle de I'angiogenese dans le CaP, son implication
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FIGURE 1

Hiérarchie des cellules épithéliales prostatiques : mode de division des cellules souches normales et les modéles stochastiques/CSC du

CaP. D'apres JR Packer et NJ Maitland [35]

A. A partir d'une cellule souche (CS) pouvant s'auto-renouveller, les cellules luminales (CL) sont formées aprés les étapes progressives d'amplification et de différenciation des
cellules transitionnelles (CT) et basales (CB). B. Résultats de la division des CS. 95 % de la division se produit assymétriquement, maintenant le pool des (S et la lignée des cellules
épithéliales. Les 5 % des divisions restantes sont symétriques, entrainant soit I'expansion ou I'extinction de la population des CS. C. Modéle stochastique d'hétérogénéité
tumorale. En C1, la mutation x1 transforme une CT qui produit alors un champ de (B plus différencié. La seconde mutation est engagée dans une (B qui ne peut propager la
mutation x2 que dans la population de (B et CL. Les mutations sont supposées conférer une capacité d'auto-renouvellement de sorte que les cellules cancéreuses ne sont pas
perdues par la progression a travers la lignée de cellules épithéliales, chaque cellule cancéreuse ayant un potentiel tumorigéne a peu prés égale dans ce modele d'évolution
clonale d'un champ de cancérisation. C2-Schéma d'une tumeur représentant la lignée épithéliale du modele stochastique C1. D. Modéle des CSC. L'hypothése est que seul la CSCa
le potentiel de générer une tumeur. La mutation x1 dans la CS crée une lignée tumorale dérivée de cette CSC. La mutation x2 représente une fusion des modeles stochastiques et
(SC, montrant que les deux modéles ne sont pas mutuellement exclusifs. Ici, aprés division symétrique de la CSC, une deuxieme mutation x2 survient dans une CSC, produisant
un variant tumoral génétiquement/épigénétique ment différent de la premiere lignée de CSC. D,-Schéma d'une tumeur représentant la lignée du modele D1 de CSC

spécifique dans le développement et la progression tumorale
n'est pas encore clairement établie [47].

Ainsi, un modele in vitro pertinent d'étude du CaP doit abso-
lument prendre en compte le micro environnement, ou au
moins les éléments de la niche, d'une part pour s'assurer du
maintien des CSC et d'autre part, parce que des thérapies anti-
cancéreuses prometteuses ciblent désormais le stroma, I'immu-
nité et la vascularisation tumorale.
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Culture cellulaire en 3D : une évolution
majeure

Les modéles de culture cellulaire en 3D des tumeurs solides ont
aujourd'hui "le vent en poupe" avec des publications afférentes
augmentant de facon exponentielle depuis les années 2000
[48].

Les raisons principales de ce succés tiennent au fait que la
culture en 3D s'affranchit d'un grand nombre des limites de
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FIGURE 2

Principales techniques de culture cellulaire en 3D
A. Méthode de la goutte suspendue ou les cellules s'agrégent pour former des sphé

roides. B. Culture au sein d'une matrice d'hydrogel (ex : Matrigel®), o seules les cellules

souches et progénitrices vont spontanément s'organiser, se polariser et proliférer pour former des sphéroides

la culture en 2D : les CSC y sont enrichies, la hiérarchie et
I'architecture tissulaires respectées, récapitulant les interactions
cellule-cellule et cellule-matrice in vivo [49]. De plus, il est
possible de réaliser des co-cultures avec les cellules stromales
rapprochant au mieux ce modele in vitro de I'in vivo [50] [51].
Plusieurs techniques ont été mises au point pour générer des
culture cellulaires en 3D.

Cultures 3D sans support

Cultures 3D sans support, par la méthode de la goutte suspen-
due (figure 2A), par centrifugation des puits de culture ou par
méthode microfluidique, ou les cellules épithéliales isolées
s'agregent les unes aux autres dans leur milieu de culture
par des moyens physiques.

tome xx > n°x > xx 2017

Cultures 3D au sein d'un support

Le support le plus courant est une matrice d'hydrogel dérivé de
I'animal. Au sein de cette matrice, les cellules souches et pro-
génitrices isolées vont spontanément s'organiser, se polariser et
proliférer sous forme de sphere. La maintenance de ce type de
culture est basée sur les propriétés de survie et d'auto-renou-
vellement des cellules souches qui permettent une régénéra-
tion cellulaire au long cours [52]. La matrice d'hydrogel la plus
utilisée provient d'un extrait du sarcome murin Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS), il s'agit du Matrigel (Matrigel hESC-qualified
Matrix, BD Biosciences). Elle est composée des molécules de la
MEC reproduisant une membrane basale native, [53] [54] (lami-
nine, collagene de type IV, entactin et héparane sulfate), asso-
ciés a des facteurs de croissance du stroma (TGF beta, le FGF, I'lGF
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et le PDGF) reproduisant la niche favorable a la maintenance des
(S [55] (figure 2B). Des efforts de recherche permanents ont lieu
pour améliorer ces supports qui peuvent étre purement biolo-
giques comme le Matrigel ou bien créer a partir de polymeres
synthétiques [56].

Cultures dites organotypiques ou histotypiques de
prostate

Elles consistent a prélever un fragment d'épithélium prostatique
et a le cultiver directement, la encore sur un support mimant le
stroma, mais sans dissociation cellulaire. Ces modeles partent
directement d'un fragment glandulaire prostatique (ce qui les
différencient des modeles sus-cités ou I'architecture est recrée
a partir des cellules souches) et permettent de préserver son
histologie plusieurs jours voire semaines en primoculture
[57,58]. On peut ainsi étudier la survie, la différenciation et
les interactions au sein de I'épithélium prostatique et le stroma.
Par contre, le maintient a long terme de ces cultures en conser-
vant leur architecture par la réalisation de passage est impos-
sible. Ces cultures ne sont donc pas utilisables pour des tests
thérapeutiques a large échelle. Les cultures de sphéroides tumo-
raux multicellulaires (STM) par agrégation cellulaire dans une
goutte suspendue ou par polarisation dans une matrice d'hydro-
gel biologique sont les plus utilisées, du fait de leur relative
simplicité de mise en oeuvre et la possibilité de faire des
cultures a grande échelle (figure 2).

Sphéroides tumoraux multicellulaires (STM)

Les STM ou tumorospheres sont des structures pleines, organi-
sées, constituées de cellules en plusieurs couches, un peu
a l'image d'une « micro-tumeur ». Les sphéroides multicellu-
laires peuvent étre obtenus a partir de lignées cellulaires ini-
tialement établies en 2D (tableau ) ou a partir de cellules
primaires de patient. Dans ce dernier cas, les structures dérivent
des cellules souches du patient et sont appelées organoides.
Les STM sont des modeles particulierement efficaces de culture
3D, notamment pour la reproduction des tumeurs solides du
cerveau (neurosphere [59]), du sein (mammosphére [60]), ou
de la prostate (prostasphére [61-63]). Leur structure imite les
tumeurs avasculaires et les micrométastases, et présentent les
caractéristiques d'hypoxie intra-tumorale et de gradient d'acces
aux nutriments [64] qui sont fondamentales pour la progression
tumorale et la résistance thérapeutique.

Les STM ont montré la supériorité de la culture 3D sur la 2D dans
le CaP. Les lignées métastatiques prostatiques (DU 143, PC3 et
LNCaP) cultivées en 3D montrent plus de cohérence avec les
observations des métastases in vivo concernant la prolifération
cellulaire, la reprogrammation épigénétique, I'expression pro-
téique et I'adaptation métabolique [61]. Aussi, la lignée LNCaP
cultivée en 3D montre un profil d'expression génique différent
de la lignée en 2D mais tout a fait comparable a la tumeur
développée chez la souris greffée [63].
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Les STM peuvent étre associés aux cellules stromales dans des
modéles de co-culture, permettant |'étude des interactions
paracrines entre le microenvironnement et les cellules du CaP
[65].

Les organoides de CaP : le modele idéal ?

Les organoides sont un modele particulier de sphéroides repo-
sant uniquement sur les CS d'organe de patients (et non pas sur
des lignées cellulaires tumorales établies). Seules les S et leurs
progéniteurs sont capables de survivre, proliférer, puis se diffé-
rencier dans le Matrigel pour donner des organoides [52,66]. Les
organoides cancéreux prostatiques dérivent ainsi directement
des CSC de tumeurs prostatiques de patients. Etant donné le role
clef des (SC dans la physiopathologie du CaP [14,35,67], le
modele organoide est le plus adapté pour les étudier et pro-
gresser dans leur ciblage thérapeutique.

Les travaux de Karthaus et al. [68] sur la génération et |a culture
d'organoides sains de prostate ont jeté les bases permettant
cette culture. Leurs recherches ont montré que les organoides se
différencient (figure 3A) et expriment un récepteur aux andro-
génes fonctionnel, avec une réponse physiologique comparable
aux glandes prostatiques en présence d'androgene. Ces orga-
noides sont stables génétiqguement apreés plusieurs passages et
capables de reconstituer une glande prostatique aprés greffe
chez la souris.

Partant de ces observations, Gao et al. [15] sont parvenus
a générer sept lignées d'organoides tumoraux a partir de
biopsies de métastases de patients ayant un cancer prostat-
ique résistant a la castration (CPRC) ou de cellules tumorales
circulantes. Ces organoides avaient génétiquement les carac-
téristiques des différents sous-types de CaP dont ils étaient
issus. Le gene de fusion TMPRSS2-ERG, la mutation SPOP,
la surexpression de SPINK1, et la perte de CHD1 étaient tous
représentés ; tout comme les mutations de FOXA 1, PIK3R1 et
celles des voies de réparation de I'ADN et de la chromatine. La
perte de PTEN et de p53 était également incluse. Les organoi-
des étaient histologiquement représentatifs de la tumeur en
étant capables de restituer son histologie apres greffe chez
la souris (figure 4). Ces lignées d'organoides tumoraux
étaient génétiquement stables dans le temps, présentaient
une expression du récepteur aux androgénes concordant a
leur profil génétique, et enfin avaient une réponse aux traite-
ments anti-tumoraux in vitro concordante avec celle observée
in vivo.

L'avancée majeure du travail de Gao et al. [15] fut la mise au
point d'un milieu de culture assurant la propagation indéfinie
des cellules prostatiques bénignes ou malignes, sans nécessité
d'une transformation artificielle, sans dérive génétique, et avec
un taux de réussite élevé. Cette technologie permettra la cons-
titution pour la premiére fois d'une banque cellulaire a grande
échelle de CaP. Le répertoire de ces organoides offrira prochai-
nement la possibilité de réaliser des tests thérapeutiques in vitro
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FIGURE 3
Immunomarquage en fluorescence des marqueurs de différenciation cellulaire et de la membrane basale d'organocides prostatiques

humains sains
A. Cytokératine 5 (CK5) marqueur des cellules basales en vert ; Cytokératine 8 (CK8) marqueur des cellules luminales en rouge. D'aprés Karthus WR et al. (65). B. Laminine beta
1 marqueur de la membrane basale de I'organoide en vert. D'aprés Harma V et al. [53]
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FIGURE 4

Histologie de CaP in situ, de I'organoide, de la xénogreffe chez la souris, aprés coloration H&E. D'apres Gao et al. [15]

A.H & E de tumeur prostatique primaire de patient. B. H&E d'organoide issu de la tumeur primaire. C. H & E d'une xénogreffe sous cutanée d'organoides de tumeur primaire. D. H &
E d'une métastase osseuse de CaP E. H & E d'organoides issus de la métastase osseuse. F. H & E d'une xénogreffe sous cutanée d'organoides de métastase osseuse
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a haut débit a travers le spectre hétérogene du CaP. Afin de
maximiser |'utilisation des organoides, y compris I'identification
de bio-marqueurs de la réponse thérapeutique, il est essentiel
que, pour chaque lignée d'organoide, les caractéristiques clini-
ques, histologiques, moléculaires, et de réponse au traitement
du patient soient renseignées.

Désormais, les effets de différents traitements couramment
utilisés en pratique clinique sont testés sur des organoides
cancéreux prostatiques [69]. La corrélation entre les réponses
effectives des patients aux traitements et les réponses in vitro
de leurs organoides n'est pas encore connue et devra faire
I'objet d'une étude clinique. L'objectif sera de valider la valeur
prédictive des organoides pour tester |'efficacité de traitements
cliniques. Les résultats d'une telle étude pourraient, a terme,
orienter les choix thérapeutiques des cliniciens et mener
vers une médecine personnalisée. En outre, les organoides
cancéreux prostatiques, co-cultivés ou non avec les cellules
stromales, devraient permettre de progresser au niveau des
outils diagnostiques et thérapeutiques avec l'identification de
nouvelles mutations et I'émergence de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Conclusion

Les modeles de culture cellulaire en 3D ont clairement pris le pas
sur la culture classique en 2D. Il n'est plus concevable pour
I'étude du cancer et le test de thérapies anti-tumorales de ne
pas prendre en compte l'architecture tissulaire, le microenvi-
ronnement et le réle des CSC. Le modele qui prend le mieux en
compte ces facteurs clés de la tumeur est le modele organoide.
Les récents progres techniques ont permis, pour la premiere fois
et de facon fiable, la culture d'organoides cancéreux prostati-
ques a partir de prélevements de patients. Cette perspective
offre la possibilité trés intéressante de tests thérapeutiques
a haut débit couvrant le large spectre des phénotypes du CaP.
Les organoides générés a partir de biopsies de patients permet-
tront la réalisation de tests thérapeutiques ex vivo et une
adaptation spécifique du traitement a l'individu. La médecine
personnalisée deviendra une réalité avec des résultats cliniques
améliorés et une diminution de la morbidité chez les patients
a un stade avancé du CaP.

Déclaration de liens d'intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de
liens d'intéréts.
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