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LA TRANSPLANTATION DE CELLULES TUMORALES CHEZ
LE POISSON ZEBRE : DE LA RECHERCHE
TRANSLATIONNELLE A LA MEDECINE PERSONNALISEE

CANCER CELL TRANSPLANTATION IN ZEBRAFISH: FROM
TRANSLATIONAL RESEARCH TO PERSONALIZED MEDICINE

RESUME

D’abord utilisé pour I'étude du développement, le modele poisson zebre prend maintenant une
importance capitale dans la lutte contre le cancer. La transplantation de cellules cancéreuses chez le
poisson zebre est un outil clé dans la recherche préclinique car elle permet d’étudier les événements
cellulaires et moléculaires responsables du développement tumoral et permet d’évaluer I'action de
molécules thérapeutiques in vivo. Appliquée aux cellules cancéreuses dérivées de patients, la
xénotransplantation permet d’identifier les protocoles thérapeutiques les plus efficaces dans le cadre
de la médecine personnalisée. Cette revue fait le point sur les apports de la transplantation de cellules
tumorales chez le poisson zébre dans la lutte contre le cancer.

Mots clés : Poisson zébre — Cancer — Transplantation — Xénogreffes dérivées de patients — Cribles de
molécules

SUMMARY

Primarily used in genetic studies of development, the zebrafish (Danio rerio) has rapidly emerged as a
promising animal model of human cancer. Cancer cell transplantation in zebrafish constitutes a key
platform for clinical research since it allows to study cellular and molecular events involved in various
aspects of tumorigenesis and to evaluate the efficacy of therapeutic molecules in vivo. Applied to
patient-derived cells, the xenotransplantation approach in zebrafish permits to define the most
appropriate therapeutic strategies for specific alterations found in patients in the context of
personalized medicine. This review discusses the zebrafish transplantation model for the study of
cancer development and drug discovery.

Keywords: Zebrafish — Cancer — Transplantation — Patient-derived xenografts — Molecule screens

Le cancer est actuellement une des causes majeures de morbidité et de mortalité chez ’'homme. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé, le nombre de nouveaux cas de cancers est estimé a 18,1 millions
en 2018 alors que le nombre de déces par cancers était de 9,6 millions [1]. C'est en général la capacité
des cellules tumorales a se propager dans I'organisme et coloniser des tissus distants aboutissant a la
formation de métastases, qui va déterminer I'évolution et I'issue de la maladie. La métastase est un
processus complexe qui implique le détachement de la tumeur primaire, I'invasion du tissu

environnant, I'intravasation dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques, I'extravasation dans des
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tissus secondaires déterminés, I'enracinement dans un nouvel environnement cellulaire puis la
prolifération tumorale. Ainsi, la compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires
responsables de la formation des métastases est essentielle a la lutte contre la progression tumorale
[2]. Dans ce contexte, la transplantation de cellules cancéreuses est un outil de choix pour la recherche
préclinique en cancérologie car elle permet d’étudier de nombreux événements cellulaires
responsables du développement tumoral et de sa dissémination in vivo. Historiguement, la souris est
I’organisme modele le plus utilisé dans les expériences de xénotransplantation de cellules cancéreuses
humaines [3], mais le poisson zebre (Danio rerio) apparalt maintenant également comme un modele
expérimental particulierement attractif.

Notamment, (i) le poisson zebre possede une large descendance, environ 200 ceufs par femelle et par
semaine, qui offre une grande confiance dans les analyses statistiques ; (ii) 'homme et le poisson zebre
partagent de grandes similarités puisque 70 % des protéines humaines et 82 % des protéines
impliquées dans des pathologies humaines ont un orthologue chez le poisson zébre ; (iii) de nombreux
processus cellulaires peuvent étre observés chez le poisson zebre en raison de la transparence des
embryons ou chez des poissons adultes dépourvus de pigmentation ; (iv) les techniques de génétique
inverse telles que la transgénése ou I'édition du génome par les TALEN et le systéme CRISPR/Cas9 sont
facilement applicables au poisson zebre ; (v) le poisson zebre absorbe les molécules qui sont dissoutes
dans I'eau; (vi) enfin, les colts d’élevage du poisson zebre sont trés inférieurs a ceux des autres
vertébrés modeles.

Le poisson zébre est utilisé en recherche depuis le début des années 1980, principalement dans le
domaine de la biologie du développement. Cependant, ses caractéristiques en font aussi un modeéle
émergeant particulierement intéressant pour la recherche en cancérologie [4] et notamment pour
I’'étude du comportement des cellules cancéreuses apres transplantation lors d’expériences

d’allogreffe ou de xénogreffe.

Etude de la cancérogenése par I'allotransplantation de cellules tumorales chez le
poisson zebre

Le poisson zebre peut développer de nombreux types de cancers, tels que des leucémies a cellules B
et T [5, 6], des leucémies myéloides aigués [7], des mélanomes [8], des neuroblastomes [9], des cancers
hépatiques [10], des cancers pancréatiques [11], des tumeurs malignes des gaines des nerfs
périphériques [12], des tumeurs de la lignée germinale [13] ou des sarcomes [14] suite a I'expression
d’oncogenes par transgénese ou a l'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs. Beaucoup des
cancers du poisson zébre obtenus par manipulation d’oncogenes ou de genes suppresseurs de tumeurs

altérés dans les cancers humains sont similaires sur les plans histologique et moléculaire aux tumeurs
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humaines, témoignant ainsi de la conservation évolutive des mécanismes impliqués dans la
tumorigenese [15]. L'allotransplantation de ces cancers chez le poisson zébre offre la possibilité
d’étudier de nombreux aspects de la tumorigenése comme la métastase, les cellules propagatrices de

tumeurs, ’hétérogénéité tumorale ou I’écotaxie (homing) des cellules tumorales.

Modeles de poisson zebre utilisés en transplantation allogénique de cellules
cancéreuses

Dans les expériences de transplantations, le systéme immunitaire des vertébrés fait obstacle au
développement des cellules cancéreuses injectées. Chez le poisson zebre, le systéme immunitaire
adaptatif commence a étre pleinement fonctionnel vers les jours 21 a 28 [16, 17] et les études de
transplantations nécessitent donc que les poissons adultes hétes soient immunosupprimés ou
immunotolérants. Pour cela, plusieurs approches sont possibles. La suppression du systéme
immunitaire peut étre obtenue par traitements aux rayons y ou a la dexaméthasone. Une irradiation
du poisson zébre adulte par une dose de rayons Yy de 20-25 Gy induit la suppression du systéme
immunitaire qui sera complétement restauré 20 jours plus tard [18]. Cependant, cette
immunosuppression rend possible les études transitoires de transplantation [5, 18, 19]. En revanche,
le traitement par la dexaméthasone permet des études de transplantation sur des périodes plus
longues si le traitement est maintenu [20]. La dexaméthasone est responsable de I'ablation des cellules
B et T et permet la transplantation de cellules de tumeurs solides mais pas de leucémies lymphoides
[21, 22]. Une approche alternative consiste a utiliser des poissons zebres receveurs porteurs de
mutations qui altérent la fonction des cellules du systeme immunitaire. C'est ainsi que I'équipe de
David Langenau a généré par édition du génome, une lignée de poissons zébres porteurs d’'une
mutation dans le géne rag2 [23]. Cette mutation dans rag2 altére la recombinaison V(D)J et empéche
la maturation des cellules B et T sans affecter la viabilité des poissons qui peuvent étre transplantés
par divers types de cellules cancéreuses [24]. Cependant, les poissons porteurs de la mutation rag2
présentent des taux variables de cellules B qui affectent les analyses de xenotransplantation et de plus,
la lignée ne peut pas étre maintenue a I'état homozygote. Pour pallier ces limitations, une lignée de
poissons zébres porteurs d’'une mutation dans le géne prkdc a été générée par édition génomique [25].
Cette lignée ne possede pas de lymphocytes T et B matures, mais peut se reproduire a |'état
homozygote et permet le suivi des cellules tumorales apres transplantation.

L'immunosuppression par irradiation, par traitement chimique ou par manipulations génétiques ne
permet pas d’étudier les relations entre les cellules tumorales et le systéme immunitaire. Aussi, la
transplantation de cellules tumorales d’un poisson donneur vers un receveur génétiquement identique
(clonal ou syngénique) est une alternative qui permet I'’étude du comportement des cellules

cancéreuses en présence d’un systeme immunitaire pleinement fonctionnel [19, 26, 27]. Mais dans ce
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cas, seules les tumeurs générées dans les lignées syngéniques peuvent étre transplantées, restreignant
ainsi le champ d’application de cette méthodologie.

Une limitation au suivi des cellules cancéreuses transplantées est également liée a la difficulté de
visualisation de ces cellules dans le poisson zébre receveur. Pour cela, une souche de poisson zébre,
casper (Figure 1A), a été générée par le croisement entre deux souches mutantes, la souche nacre et
la souche roy orbison [28]. La souche nacre posséde une mutation dans le géne mitfa et ne possede
pas de mélanocytes absorbant la lumiere incidente, alors que la souche roy orbison n’a pas les
iridophores qui réfléchissent la lumiére. L’absence de mélanocytes et d’iridophores chez les poissons
zébres casper les rend relativement transparent et permet une bonne détection des cellules
transplantées, et tout particulierement si ces cellules cancéreuses expriment des marqueurs
fluorescents. Les approches de transgénése offrent par ailleurs de multiples possibilités d’expression
de protéines fluorescentes chez les poissons donneurs qui permettront de suivre ces cellules
cancéreuses apreés leur transplantation [5, 14, 24, 28, 29].

L'utilisation de poisson zébres transgéniques en tant que receveurs dans les expériences de
transplantation de cellules tumorales peut également permettre I'analyse d’aspects particuliers liés a
la cancérogenese. C'est ainsi par exemple, que la lignée transgénique Tg(flil:GFP) qui exprime la
protéine fluorescente verte GFP sous le contrble du promoteur flil dans les vaisseaux sanguins [30]
favorise I'’étude des phénoménes métastasiques. En effet, la transplantation de cellules de lymphomes
qui expriment la protéine fluorescente rouge mCherry dans des poissons transgéniques Tg(fli1:GFP) de
fond génétique casper permet de visualiser la maniére dont les cellules tumorales s’intravasent dans

le systéme vasculaire [31].

Allotransplantation comme mesure du pouvoir tumorigéne des cellules cancéreuses.

Les premiéres expériences d’allogreffes de cellules cancéreuses chez le poisson zebre datent de 2003
[5]. Dans cette étude, I'oncogene murin Myc est fusionné au gene de la GFP (green fluorescent protein)
et exprimé sous le contréle du promoteur du géne rag2 dans les lymphocytes T. Les cellules qui
expriment Myc (GFP*) émergent du thymus, colonisent les muscles squelettiques et d’autres organes
voisins pour provoquer la mort des poissons transgéniques avant I'age de trois mois. Aprés
transplantation dans la cavité péritonéale d’un poisson receveur, ces cellules conservent leur
phénotype leucémique et présentent un phénomene d’écotaxie vers le thymus. De la méme fagon, les
cellules tumorales qui proviennent de leucémies a cellules B, de mélanomes, de rhabdomyosarcomes,
de neuroblastomes, de carcinomes hépatiques ou pancréatiques se développent apres
allotransplantation chez le poisson zébre [6, 24, 26, 28, 29]. En revanche, les cellules de syndromes

myéloprolifératifs ou de Iésions prémalignes ne se maintiennent pas dans les poissons receveurs apres
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transplantation [32, 33]. Ainsi, I'allotransplantation permet d’évaluer le pouvoir tumorigéne des

cellules transplantées.

Allotransplantation pour caractériser I'hétérogénéité et la progression tumorale.

Lors de la progression tumorale, la transformation d’'une hyperplasie bénigne en tumeur cancéreuse
est un processus stochastique qui implique des changements génomiques et épigénétiques et conduit
I"apparition de clones génétiquement distincts au sein de la tumeur. Si I'allotransplantation chez le
poisson zébre permet d’'imager la croissance tumorale au cours du temps [28], elle permet également
d’étudier I'hétérogénéité cellulaire au sein des tumeurs [19, 33]. Ainsi, des cellules uniques issues
d’une méme tumeur primaire chez un modéle de poisson zébre transgénique qui développe une
leucémie lymphoblastique T aigué, forment apres transplantation, des leucémies distinctes en termes
de nombre de cellules propagatrices de leucémie, d’activation de voies de signalisation, de latence ou
de réponse aux drogues. De méme, les caractéristiques fonctionnelles des cellules tumorales peuvent
changer suite a une évolution clonale au cours de transplantations successives.

Un modeéle de poisson zébre transgénique Tg(rag2:KRAS®!2P) qui exprime 'oncogéne KRAS***3? sous le
contrdle du promoteur rag2, développe des rhabdomyosarcomes embryonnaires qui possedent les
mémes caractéristiques histologiques et moléculaires que celles observées dans la pathologie humaine
[14]. l'injection dans les poissons porteurs de rhabdomyosarcomes, de marqueurs fluorescents sous
le contréle de promoteurs dont I'activité dépend du stade de différenciation musculaire permet la
visualisation de populations cellulaires distinctes et de degré de différenciation différents, au sein de
ces tumeurs [29]. Le tri et des dilutions successives de ces cellules tumorales avant transplantation
montrent que ce sont les cellules les moins différenciées myf5* qui possedent le pouvoir de
propagation tumorale. Ainsi, I'allotransplantation de cellules cancéreuses chez le poisson zébre se
révele étre un outil de choix pour la caractérisation des cellules propagatrices de tumeur (CPT) qui sont
impliquées dans la récidive des cancers. Cette approche combinée a l|'utilisation de molécules
chimiques permet d’identifier des stratégies thérapeutiques de lutte contre les CPT [34]. Si les CPT
myf5* possede un fort pouvoir prolifératif, elles restent incapables d’entrer dans la circulation
sanguine. A I'inverse, les cellules de rhabdomyosarcome plus différenciées qui expriment le marqueur
myog (myogénine) ont une faible capacité proliférative mais un fort pouvoir d’intravasation [29].

En utilisant I'expression de protéines fluorescentes sous le controle de promoteurs choisis comme
marqueurs de différenciation dans des expériences d’allotransplantation chez le poisson zébre, il est
donc possible d’étudier de nombreux aspects liés a la tumorigenése, tels que l'investigation
fonctionnelle de I'hétérogénéité tumorale, la caractérisation des cellules propagatrices de tumeurs,

I’étude de I'évolution clonale ou de la résistance aux thérapies (Figure 1B-D).
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Xénotransplation de cellules tumorales humaines chez I'embryon de poisson
zebre

Les premiers essais de xénotransplantation de cellules tumorales humaines ont été publiés en 2005
par Lisa Lee et collaborateurs [35]. Entre une et cent cellules de mélanome métastatique humain qui
présentent un phénotype dédifférencié, ont été transplantées dans des embryons de poisson zebre au
stade blastula (3,5 — 4,5 heures apres fécondation). Ces cellules survivent, présentent une importante
motilité et se divisent dans I’h6te en maintenant leur état de dédifférenciation. Cette étude fut suivie
par de nombreuses autres qui montraient que de nombreux types de cellules cancéreuses humaines

peuvent étre transplantés dans des embryons de poisson zébre afin d’en étudier les propriétés [36,37].

Parametres de la xénotransplantation.

Si les premiéres transplantations de cellules cancéreuses humaines ont été effectuées sur des
embryons au stade blastula [35] et méme si elles peuvent étre pratiquées sur des poissons
immunodéprimés d’un mois [38], la trés grande majorité des expériences de xénotransplantations
chez le poisson zébre se fait en réalité sur des embryons agés de deux jours. A ce stade, les organes et
le systeme vasculaire du poisson zeébre sont développés et les chances que la transplantation des
cellules cancéreuses induise des anomalies du développement restent faibles. En revanche, le systeme
immunitaire adaptatif des poissons zebres n’est pas encore développé a cet age [17] évitant ainsi le
rejet des cellules injectées.

Le site d’injection des cellules cancéreuses dans I'embryon de poisson zebre de deux jours est un
parametre associé a la xénotransplantation (Figure 2A). Les cellules de glioblastomes ou de
rétinoblastomes peuvent étre injectées dans le cerveau [39, 40] ou la cavité oculaire [41, 42] et les
cellules leucémiques dans la veine caudale [43]. En revanche, la transplantation orthotopique n’est pas
possible pour les cellules issues de cancers du sein, du poumon ou de la prostate. Aussi, la
xénotransplantation de cellules tumorales humaines est souvent effectuée de maniére hétérotopique.
Le site d’injection le plus utilisé est alors le sac vitellin [36]. Le sac vitellin est une structure acellulaire
suffisamment large qui permet d’envisager des expériences de xénotransplantation a relativement
large échelle. Il fournit également un environnement riche en nutriments, favorable a la croissance et
a la migration des cellules cancéreuses. Pour suivre les étapes plus tardives de la progression tumorale,
la transplantation des cellules cancéreuses peut se faire dans I'espace périvitellin (I'espace entre la
peau et la membrane externe du sac vitellin) [44]. Ce site permet I'injection de quantité de cellules
relativement grande et se trouve a proximité de vaisseaux sanguins majeurs. L'injection directe dans
la circulation au niveau du canal de Cuvier (veine cardinale commune) est également trés utilisée pour
les expériences de xénotransplantation [45-48]. Alors que linjection de cellules dans I'espace

périvitellin permet de suivre I'efficacité de I'intravasation, I'injection dans le canal de Cuvier permet
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I’étude de l'invasion et des micométastases [45]. Dans le cas de poissons agés de plus d’'un mois, la
xénotransplantation hétérotopique se fera dans la cavité péritonéale [38].

Une des problématiques liée a la xénotransplantation de cellules humaines chez le poisson zébre est
associée au fait que le poisson zébre est un organisme poikilotherme vivant a 26-28 °C alors que les
cellules humaines sont maintenues a 37 °C. Toutefois, plusieurs équipes ont montré qu’il était possible
de garder les embryons de poisson zebre de deux jours a 35 °C sans affecter leur développement tout
en maintenant des conditions de température acceptable pour les cellules humaines transplantées
[36, 43, 49].

Si les embryons et larves de poissons zébres sont relativement transparents, quelques groupes de
cellules pigmentées peuvent cependant altérer la visualisation des cellules tumorales transplantées.
Aussi, le traitement des embryons par un inhibiteur de la mélanogenése, la 1-phényl 2-thiourée (PTU)
[50], ou Iutilisation de poissons de la souche casper [28] permettent d’obtenir des embryons receveurs
parfaitement transparents. L'emploi de lignées transgéniques peut également faciliter les études
d’interaction entre les cellules humaines et celles du poisson hote dans les expériences de
xénotransplantation. L'utilisation de la lignée Tg(fli1:GFP) [30] permet ainsi d’étudier les relations
entre les cellules tumorales et I'environnement vasculaire, alors que la lignée Tg(mpx:GFP) permet
d’examiner la métastase induite par les neutrophiles [45]. D’autres lignées, telle que la lignée
transgénique Tg(mpegl:GFP) qui marque les macrophages, pourront étre utilisées pour suivre la
réaction du systéme immunitaire inné de I’'h6te en réponse a I'injection des cellules tumorales [51-52].
Le suivi des cellules humaines transplantées peut se faire en les marquant a I'aide de molécules
lipophiles fluorescentes (Figure 2B-C). Ces molécules se diluent au cours des divisions cellulaires et une
alternative a cette approche est la transformation des cellules tumorales de fagon a ce qu’elles
expriment des protéines fluorescentes. La manipulation génétique des cellules avant leur

transplantation peut en outre, permettre d’étudier de nombreux aspects de la cancérogeneése.

Xénotransplantation chez le poisson zebre et cancérogenése.

De nombreuses études ont montré que la xénotransplantation de cellules tumorales de différentes
origines dans le poisson zébre permet I'analyse in vivo de divers phénomenes cancéreux comme
I'invasion et la métastase [35, 53, 54], la néoangiogenése [36, 37, 44, 55] ou la réponse aux thérapies
anticancéreuses [43, 49, 54, 56, 57].

L'utilité du modele de xénotransplantation chez le poisson zébre pour I'étude de l'invasion est
clairement illustrée par les travaux de I'équipe de Christoph Bagowski qui a transplanté deux lignées
de cellules de cancer pancréatique qui présentaient un fort (cellules PaTu8988-T n’exprimant pas la
cadhérine E) ou un faible (cellules PaTu8988-S exprimant la cadhérine E) pouvoir invasif [54]. Deux

jours apres transplantation dans le sac vitellin d’embryons de deux jours, les cellules PaTu8988-T
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migraient dans la partie caudale de 'embryon alors que les cellules PaTu8988-S restaient au niveau du
site d’injection. Le micro-ARN miR-10a apparait comme un modulateur clé du comportement
métastatique de ces cellules cancéreuses pancréatiques [57]. En effet, alors que les cellules PaTu8988-
T a fort pouvoir invasif expriment le miR-10a, son expression n’est pas détectée dans les cellules
PaTu8988-S qui migrent peu. L'inhibition de I'expression du miR-10a a I'aide d’un oligonucléotide
complémentaire bloque le pouvoir invasif et métastatique des cellules PaTu8988-T transplantées dans
I’embryon de poisson zebre. De fagon similaire, les antagonistes de I'acide rétinoique, un activateur de
I’expression de miR-10a, empéchent le développement des métastases. A I'inverse, la surexpression
du miR-10a augmente les capacités invasives des cellules PaTu8988-S dans ce modele de
xénotransplantation. Enfin, la dissémination des cellules tumorales dépend du systeme vasculaire
puisque les cellules PaTu8988-T transplantées dans des embryons de poissons zebres mutants
clochent, dépourvues de systéme vasculaire fonctionnel, restent localisées a leur site d’injection
malgré leur fort pouvoir invasif [54].

L'intravasation des cellules tumorales dans la circulation peut étre visualisée et étudiée lors
d’expériences de xénotransplantation. C’'est ainsi que Stoletov et collaborateurs [38] ont injecté des
cellules cancéreuses humaines dans la cavité péritonéale de poissons zeébres transgéniques Tg(fli1:GFP)
d’un mois. Les cellules transplantées forment des microtumeurs responsables d’un remodelage et
d’une perméabilisation vasculaire locale. Ce sont les cellules qui surexpriment le gene pro-
métastatique RHOC qui intravasent préférentiellement au niveau de ces sites. Ce phénomene est la
conséquence de la sécrétion de VEGF par les cellules qui expriment RHOC [38]. De la méme maniere,
la xénotransplantation chez le poisson zébre permet I'étude de I’extravasation. Ainsi, moins d’un jour
apreés l'injection de cellules cancéreuses dans la circulation (canal de Cuvier) d’embryons de poissons
zébres transgéniques Tg(flil:GFP) de deux jours, les cellules forment des embolies au niveau de 'artére
caudale et sortent de la circulation. Alors que certaines cellules s’extravasent activement en s’insérant
dans la paroi endothéliale, d’autres forment des amas cellulaires a I'intérieur des vaisseaux. Ces amas
sont progressivement recouverts de cellules endothéliales puis sont exclus de la circulation vers les
tissus environnants [58]. L'utilisation de méthodes d’inhibition de I'expression génique a l'aide de
petits ARN interférents ou de surexpression dans les cellules tumorales humaines avant
transplantation, a permis de montrer que l'intégrine 31 (ITGB1), le VFGFA et le facteur pro-
métastatique TWIST1 sont impliqués dans la locomotion et I'extravasation des cellules cancéreuses
[58]. Si les propriétés intrinseques des cellules contrélent le développement des métastases, les
conditions environnementales comme les pressions mécaniques liées a la force du débit sanguin sont
également des parametres importants dans le développement des métastases. L'équipe de Jacky
Goetz a suivi le mouvement et I'extravasation de cellules tumorales murines transplantées dans le

canal de Cuvier d’embryons de poissons zebres transgéniques Tg(flil:GFP) de deux jours. Les mesures



La transplantation de cellules cancéreuses chez le poisson zébre 9

de vélocité de la circulation sanguine et sa modulation a I'aide de molécules qui alterent I'activité
cardiaque montrent que le flux sanguin contréle I'arrét des cellules tumorales circulantes dans les
vaisseaux ainsi que leur extravasation [59].

De nombreuses données indiquent que les tumeurs contiennent une petite sous-population de cellules
souches cancéreuses (CSC) capables de se renouveler, résister aux thérapies, former une tumeur
primaire et des métastases [60]. Plusieurs études montrent que le modéle de xénotransplantation chez
le poisson zébre permet de caractériser les CSC de cancers du sein, de leucémies, de gliomes, de
cancers du foie ou de la prostate [61-66]. En effet, aprés transplantation, les CSC forment des masses
tumorales et migrent a une fréquence plus élevée que les cellules cancéreuses non-souches [61-65].
La xénotransplantation de CSC dans les embryons de poissons zebres de deux jours constitue donc une
excellente plateforme expérimentale pour la recherche de molécules ciblant spécifiquement ces
cellules [62-64].

L'angiogenese permettant la croissance de tumeurs primaires et la formation de tumeurs secondaires
[67] peut étre étudiée a I'aide du modele de xénotransplantation dans les embryons de poissons zébres
de deux jours [36, 44, 55, 68, 69]. Les cellules cancéreuses transplantées se groupent rapidement et
recrutent les cellules endothéliales de I’h6te qui sont capables d’infiltrer ces masses cellulaires et
former des vaisseaux [36]. Ces vaisseaux néoformés expriment les marqueurs endothéliaux comme
fli1, kdrl (vegfr2) ou la VE-cadhérine (cdh5), et leur formation dépend de la production de FGF ou VEGF
par les cellules transplantées [37]. Dans ce contexte, la manipulation génétique des cellules
cancéreuses avant transplantation couplée a I'utilisation de poissons zébres transgéniques Tg(fli1:GFP)
receveurs est une approche efficace pour I'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la
néoangiogenese induite par les cellules tumorales. Par exemple, I'inactivation a I'aide de petits ARN
interférants, des kinases LIMK1 et LIMK2 impliquées dans la réorganisation du cytosquelette d’actine,
réduit la néovascularisation induite par les cellules pancréatiques tumorales [55]. Ainsi, la
xénotransplantation de cellules tumorales humaines dans le poisson zebre permet d’aborder de
nombreuses étapes de la cancérogenese et montre également que les cellules humaines

communiquent parfaitement avec les tissus du poisson receveur [70].

Xénotransplantation pour la recherche de molécules anticancéreuses

Le modele de transplantation de cellules tumorales chez le poisson zébre est un outil qui posséde un
fort potentiel dans la recherche de molécules anticancéreuses [43, 49, 71, 72]. L’environnement
aquatique du poisson zebre fait que beaucoup de molécules (selon leur solubilité) ajoutées dans I'eau
seront absorbées par le poisson, évitant ainsi la pratique de I'injection a chaque animal. Par ailleurs, le

poisson zebre possede le complément complet des cytochromes P450 responsables du métabolisme
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des drogues [73, 74]. Des études montrent également les grandes similitudes en termes de
perméabilité de la barriere hémato-encéphalique entre poisson zébre et vertébrés supérieurs [75].
Ainsi, le poisson zébre apparait comme un modele pertinent pour l'identification et I'étude des
propriétés pharmacologiques de molécules anticancéreuses. C'est a la fois, I'efficacité et I'éventuelle
toxicité des molécules qui peut étre testée chez ce modeéle.

De nombreuses molécules ont été testées en utilisant le modéle de xénotransplantation de cellules
tumorales chez le poisson zébre de deux jours [43, 56, 64, 72, 76-79]. Par exemple, le traitement par
divers agents anti-leucémiques (imatinib, cyclophosphamide, dasatinib ou parthénolide) réduit la
charge leucémique sans affecter le développement d’embryons de deux jours transplantés par des
cellules leucémiques [43, 64]. Dans un modele de xénotransplantation orthototpique, Welker et
collaborateurs [79] ont méme montré que le témozolomide pouvait affecter I'hétérogénéité tumorale
de glioblastomes.

Bien que l'injection des cellules tumorales dans les embryons de poisson zebre reste un processus
manuel, I'automatisation et I'imagerie rapide a haute résolution des embryons injectés [80] et |a taille
des embryons qui peuvent étre placés dans des plaques a 96 puits permettent d’envisager le criblage

de molécules chimiques afin d’identifier de nouveaux agents anticancéreux plus efficaces [63, 72].

Xénotransplantation de cellules tumorales dérivées de patients pour une prise en
charge personnalisée

Le fait que la xénotransplantation chez 'embryon de poisson zebre ne nécessite qu’un nombre limité
de cellules tumorales (1 a 500) pour un résultat rapide (quelques jours) en termes d’évaluation du
pouvoir tumorigéne ou angiogénique, permet l'application de cette méthodologie aux cellules
dérivées de patients (PDX, patient-derived xenograft) [43, 54, 57, 71, 81-84]. L'utilisation de tumeurs
primaires dans les expériences de xénotransplantation chez le poisson zebre s’applique a la fois aux
leucémies dont les cellules sont plus faciles a obtenir et injecter [43, 71] et aux tumeurs solides telles
que les cancers du pancréas [54, 57], les métastases osseuses [81], des carcinomes des glandes
salivaires [83], les tumeurs neuroendocrines [84] ou de I'appareil digestif [54, 82] dont les cellules
doivent étre dissociées avant injection. La transplantation des cellules issues de patients montre que
celles-ci ont des capacités prolifératives et invasives dans le poisson zébre receveur. Ainsi, cette
approche montre que la xénotransplantation de cellules tumorales de patients peut étre utilisée pour
étudier leur comportement in vivo, mais plus important encore l'approche permet également
d’évaluer la réponse des cellules aux molécules anticancéreuses [43, 57, 71, 82, 83] dans le but

d’identifier la thérapie individuelle la plus appropriée en préclinique.
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La pertinence du modeéle de xénotransplantation chez le poisson zébre en tant que plateforme
préclinique pour une thérapie personnalisée a été démontrée par Bentley et collaborateurs [71]. Les
cellules d’un patient de trois ans et demi-atteint d’une leucémie lymphoblastique T aigué ne répondent
pas a la rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR, mais fortement a un inhibiteur de la y-secrétase
suggérant une altération dans la voie NOTCH. L’altération de cette voie est confirmée par
I'identification d’'une mutation ponctuelle dans le géene NOTCH1 [71]. De maniére similaire, Fior et
collaborateurs [82] ont étudié la réponse de cellules tumorales de cancers colorectaux issues de
patients au FOLFOX (5-fluorouracile, oxaliplatine, acide folinique) aprés xénotransplantation chez le
poisson zébre. Dans la plupart des cas, la réponse des différents prélevements au traitement était en
corrélation avec les résultats de rechute observés en clinique 3 a 6 mois apres chirurgie. De plus, les
prélevements de patients qui ne répondaient pas au Cétuximab présentaient tous comme attendu,
des mutations dans les oncogenes KRAS ou BRAF [82].

Ces différentes études sont des preuves de concept qui démontrent qu’il est possible de prédire la
réponse des cellules tumorales de patients aux différents protocoles thérapeutiques dans une période

d’une semaine suivant la biopsie, dans le cadre d’'une médecine personnalisée.

Conclusion : Avantages et limites de I'utilisation du modele poisson zébre

Le modele poisson zebre a émergé en tant qu’outil puissant pour I'étude génétique du développement
chez les vertébrés. Les propriétés de ce modele sont multiples et font que le poisson zébre se place
maintenant comme un acteur novateur dans la recherche sur le cancer (Figure 3). Bien qu’elle en soit
encore a ses débuts, 'approche de transplantation de cellules tumorales chez le poisson zebre tire
partie des nombreux avantages inhérents a ce modele et offre la possibilité d’étudier la formation de
la tumeur, son évolution, la formation de métastases et d’évaluer I'effet de molécules thérapeutiques
anticancéreuses. Appliquée aux cellules dérivées de patients, la xénotransplantation chez I'embryon
de poisson zebre de deux jours pourrait éclairer les décisions relatives au choix du traitement optimal
dans un délai relativement rapide.

Toutefois, comme tous les modeles expérimentaux, le modéle poisson zebre posséde un certain
nombre de limitations. En particulier, les transplantations de cellules tumorales dérivées de patients
sont effectuées dans des embryons de deux jours dépourvus du systeme immunitaire adaptatif,
masquant ainsi en partie l'influence de la réaction immunitaire dans la progression tumorale.
L'absence de tissus spécifiques comme le sein, les poumons ou la prostate fait que certaines cellules
tumorales ne trouveront pas leur niche physiologique aprés xénotransplantation. Il existe également
des différences génétiques notables entre le poisson zébre et I'homme. Au cours de |'évolution,

I"apparition des poissons téléostéens s’est accompagnée d’une duplication entiere du génome suivie
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d’une perte massive de genes qui fait qu’il existe environ 26 000 génes codants chez le poisson zebre
pour environ 20 000 chez 'lhomme [85]. Cette duplication fait que certains genes impliqués dans le
cancer, comme NF1 ou PTEN, sont présents chez le poisson zébre sous forme de deux orthologues, A
I'inverse, la perte massive de genes associée a cette duplication fait que d’autres genes tels BRCA1,
CDKN2A, LIF, OSM ou IL6, sont absents chez le poisson. En ce qui concerne le métabolisme des drogues
dans le cadre de la recherche de molécules anticancéreuses, les analyses protéomiques et
transcriptomiques montrent un fort degré de conservation des enzymes métaboliques entre I’homme
et le poisson zébre. Cependant, I'étude du métabolisme de la testostérone montre qu’il existe plus
d’enzymes métaboliques chez le poisson adulte que chez I'embryon. De plus la comparaison entre
I'homme et le poisson zebre adulte révele que si les métabolites majeurs de la testostérone sont
identiques, des différences sont tout de méme détectées pour les métabolismes mineurs [86].

Cependant malgré ses limites, le modele poisson zebre a montré son utilité dans la recherche contre
le cancer, offrant des opportunités uniques qui sont complémentaires aux approches réalisées a I'aide
des modeles murins ou cellulaires. La demande clinique pour une médecine personnalisée d’une part,
et la volonté de I'industrie pharmaceutique a utiliser des outils de présélection moins onéreux pour
identifier ou repositionner des molécules thérapeutiques d’autre part, font que la popularité du
modele de xénotransplantation chez le poisson zébre va tres vraisemblablement augmenter a I'avenir

pour devenir un outil particulierement puissant dans la lutte contre le cancer.
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LEGENDES DES FIGURES.

Figure 1. L’allotransplantation de cellules tumorales chez le poisson zébre. (A) La lignée de poisson
zebre casper dépourvue mélanocyes et d’iridophores, permet le suivi des cellules cancéreuses
transplantées. (B) Evaluation de I’hétérogénéité tumorale. Des cellules uniques isolées a partir d’'une
tumeur primaire hétérogeéne sont transplantées dans des poissons zebres receveurs permettant ainsi
I’évaluation du pouvoir tumorigéne des clones tumoraux. (C) Suivi de I"évolution tumorale. Des
transplantations successives permettent I'’étude de I'évolution des tumeurs. (D) Test de molécules
anticancéreuses. L'exposition de poissons zébres transplantés permet d’évaluer I'action antitumorale
de molécules et d’identifier des clones résistants. (B), (C) et (D) sont adaptés de Blackburn et Langenau
[87].

Figure 2. La xénotransplantation de cellules tumorales dans des embryons de poisons zébres de deux
jours. (A) Localisation des principaux sites de transplantation dans les expériences de xénogreffe. (B)
Illustration du pouvoir invasif de cellules tumorales humaines (marquées en rouge) dans un embryon
de poisson zébre, 4 jours apres transplantation. (C) Visualisation des cellules tumorales humaines
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(marquées en rouge) dans un embryons de poisson zebre Tg(fli1:GFP) dont les vaisseaux sanguins
apparaissent en vert.

Figure 3. Le modéle poisson zébre dans la lutte contre le cancer. (Partie gauche) Les analyses
génomiques permettent d’identifier les altérations génétiques associées aux cancers humains. Les
approches par génétique inverse (édition du génome, transgénése) permettent de modéliser ces
altérations chez le poisson zebre alors que l'allotransplantation des cellules tumorales permet
d’étudier les caractéristiques de ces cancers. (Partie droite) La xénotransplantation de cellules
tumorales issues de patients permet d’établir le choix des protocoles thérapeutiques adaptés dans le
cadre d’'une médecine personnalisée.
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