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> Le développement de drogues anti-cancéreuses
a visée thérapeutique nécessite leur évaluation.
Ces drogues candidates sont généralement tes-
tées in vitro, sur des lignées cellulaires ou sur des
cellules isolées a partir de patients, et, in vivo,
dans des modéles de xénogreffe chez la sou-
ris immunodéprimée. Depuis quelques années,
les contraintes réglementaires (régle des 3R:
réduire, raffiner, remplacer) imposent de mettre
en place des modéles alternatifs qui se subs-
tituent aux modeles murins ou, au moins, en
limitent I'utilisation. Parmi les modeles alter-
natifs proposés, la greffe sur membrane chorio-
allantoidienne d’embryon de poule semble per-
formante. Elle permet de suivre et de quantifier
la croissance tumorale et d’autres parameétres
associés, comme la néo-angiogenese, I'invasion
et la migration tumorales. Elle permet aussi le
criblage de drogues. Ce modele semble égale-
ment adapté a la médecine personnalisée en
cancérologie. Nous présentons dans cette revue
la technique et ses avantages. <

Le modéle de la membrane chorio-allantoidienne
d’embryon de poule

Intérét du modéle en cancérologie

Les premiéres greffes de cellules cancéreuses in vivo sur
membrane chorio-allantoidienne d’embryon de poule
ont été décrites au début du XX®siecle par James B.
Murphy et Francis P. Rous ![1]. Rous, avec I’aide de son
assistant Murphy, & Institut Rockefeller aux Etats-
Unis, réussirent a obtenir des tumeurs solides des tissus
conjonctifs (sarcomes) chez des poulets sains & partir
d’un filtrat acellulaire d’une tumeur aviaire.

Vignette (© Brigitte Sola)
! 1966, soit cinquante-sept ans aprés sa découverte, le prix Nobel de physiologie ou
médecine est attribué a Francis P. Rous.
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Ce n'est que beaucoup plus tard, au cours des années 1980, que la
membrane chorio-allantoidienne (CAM) a recommencé & étre utilisée
par les chercheurs, mais comme modele d’étude in vivo du dévelop-
pement des vaisseaux sanguins. Ce modele permet en effet d’analyser
les propriétés pro- ou anti-angiogéniques de certaines drogues [2].
Il'a par ailleurs été utilisé dans de nombreux autres domaines : la
bio-ingénierie tissulaire, les biomatériaux, les maladies vasculaires,
la pharmacologie (études de pharmacocinétique, de biodistribution,
de pénétration, etc.) et en infectiologie. Mais ce n’est que récemment
que cette technique a trouvé un nouvel essor dans le domaine de la
biologie du cancer. Elle est en effet de plus en plus utilisée comme
modele préclinique pour le criblage de drogues, administrées de fagon
conventionnelle, ou vectorisées [3-7].

Le principe de la technique est simple. Il repose sur la greffe de cel-
lules tumorales humaines (issues de lignées cellulaires ou de cellules
primaires isolées de patients) sur la CAM supérieure de I’ceuf de poule,
un tissu extra-embryonnaire entourant ’embryon en cours de déve-
loppement. La CAM est richement vascularisée ; elle permet "apport
de nutriments et les échanges gazeux de ’embryon. €lle favorise ainsi
la croissance des cellules tumorales qui y ont été greffées [8]. Le
réseau vasculaire de la CAM supérieure permet aussi la dissémination
des cellules tumorales hors de cette derniere. U'embryon de poule est
en effet immunodéficient. Son systeme immunitaire ne se met en place
qu’a partir du dixiéme jour de développement (J10) et n’est complé-
tement opérationnel qu’au dix-huitieme jour (J18) [9, 10], ce qui
permet de greffer des tumeurs solides et hématologiques au cours de
cette période, sans induire de réponse immunitaire. Ce modéle repro-
duit par ailleurs fidelement les étapes du processus métastatique que
sont I'invasion, la migration, la néo-angiogenése et la colonisation a
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distance [11, 12]. Il permet en outre la croissance de la tumeur au sein
d’un microenvironnement tumoral dont on connait "importance dans
les processus de transformation et dans la dynamique de croissance
de la cellule tumorale elle-méme.

Le protocole

Le protocole suivi généralement par les laboratoires est présenté dans
la Figure 1. Ce protocole est simple a appliquer et peu coliteux. Des ceufs
fertilisés de poule sont incubés a 37,5°C dans une atmospheére humide,
pendant neuf jours, ce qui permet le développement de ’embryon et la
maturation de la CAM. Uexpérimentateur découpe alors la coquille de
I’ceuf et abaisse Iégérement la CAM afin de former une petite niche sus-
ceptible de recevoir les cellules tumorales qu’il souhaite implanter. Les
cellules cancéreuses sont déposées sur la membrane, soit directement,
soit aprés avoir été mélangées a un milieu semi-solide matriciel (de type
Matrigel). Deux jours aprés la greffe, les cellules tumorales sont parfai-
tement visibles et la croissance tumorale est engagée. Les expériences
sont généralement arrétées a J18, avant I"éclosion des poussins, qui a
lieu a J21. Selon les analyses qui seront effectuées, soit seule la tumeur
sera prélevée et analysée, soit ’embryon sera isolé et autopsié. Certains
de ses organes seront alors prélevés (la rate, le foie, la moelle osseuse),
ainsi que la CAM inférieure, afin d’étre analysés. Les techniques habi-
tuelles dédiées a Ianalyse des tumeurs obtenues in vivo peuvent étre
mises en ceuvre dans ce modele : 'immunohistochimie ou "immunofluo-
rescence, la cytométrie en flux, les analyses génétiques par PCR (poly-
merase chain reaction) ou les analyses de protéines par western blot ;
des techniques a haut débit, dites « omiques » peuvent également étre
employées. Les cellules tumorales peuvent aussi étre marquées, avant
leur greffe, par des sondes fluorescentes & longue durée de vie (I’expé-
rience durant un certain temps), ce qui permet I"imagerie de la greffe au
cours du temps, par vidéomicroscopie [13]. Les cellules greffées peuvent
aussi étre transfectées par des plasmides ou infectées par des lentivirus
exprimant le géne codant la luciférase afin de suivre la croissance de
la tumeur par bioluminescence [14]. Uimagerie par ultrasons permet le
suivi en trois dimensions (3D) de la croissance tumorale mais aussi des
processus angiogéniques [15]. Uinstitut Roslin, a université d’€édim-
bourg (Ecosse, Royaume-Uni), a d’ailleurs créé des lignées de poule
génétiquement modifiées dans lesquelles les cellules expriment de fagon
ubiquitaire des formes cytoplasmiques ou membranaires de protéines
fluorescentes, comme la green fluorescent protein (GFP) ou la red FP
(TdTomato)?. De fait, de nombreuses techniques sont utilisables dans ce
modele pour analyser les tumeurs greffées, y compris au cours du temps,
afin d’examiner leur évolution.

Un modéle d’étude de I’efficacité des drogues

€n dépit de remarquables avancées dans la compréhension des évene-
ments moléculaires, en particulier des mutations somatiques, respon-
sables de la prolifération et de la progression tumorales, certaines théra-

pies en développement se révélent malheureusement souvent inefficaces

? https://www.ed.ac.uk/roslin/national-avian-research-facility/avian-resources/
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lors des essais cliniques chez les malades. €n effet, les
biomarqueurs qui sont utilisés ne permettent pas encore
une stratification de ces patients qui soit adéquate selon
leur susceptibilité aux traitements et donc de prédire leur
réponse. Ces derniéres années, les données expérimen-
tales, accumulées grdace aux techniques de biologie molé-
culaire a haut débit, ont confirmé I’hétérogénéité tumorale
au sein d’un méme sous-type de tumeur et de la tumeur
elle-méme, expliquant certains échecs thérapeutiques
et la survenue de mécanismes de résistance des tumeurs
aux traitements. €n reproduisant I’hétérogénéité inter- et
intra-tumorale ainsi que les interactions entre cellules
tumorales et microenvironnement tumoral, les modeles
de xénogreffe de tumeur dérivée de patients (PDX pour
patient-derived xenograft) favorisent en fait la dynamique
clonale de la tumeur d’origine. Les PDX conservent en effet
leur architecture 3D et reproduisent les interactions (coo-
pération et compétition) entre cellules tumorales, cellules
stromales et microenvironnement [16, 17]. Le modeéle CAM
apparait comme parfaitement adapté a la greffe de PDX
provenant de cancers solides et d’hémopathies malignes
[18-20]. Les données de la littérature confirment en effet
que les greffes de cellules primaires dérivées de patients
sur les CAM sont aussi efficaces que les greffes de lignées
cellulaires, les tumeurs qui se développent sur la CAM
conservant les caractéristiques de la tumeur initiale, en
particulier leur hétérogénéité. Comme chez la souris, les
tumeurs issues des PDX peuvent étre prélevées a partir
des greffes originales puis regreffées sur de nouvelles CAM.
Cela permet de reproduire la dynamique clonale de I’évo-
lution de la tumeur. La longévité des PDX apres plusieurs
greffes sur de nouvelles CAM (c’est-a-dire le nombre de
passages des PDX) reste néanmoins inconnue et la durée
de chaque expérience étant courte (sept jours), elle pour-
rait ne pas étre suffisante pour observer la survenue de
mécanismes secondaires permettant une sélection clonale
(de type darwinien) des cellules tumorales. €n revanche,
I’hétérogénéité intra-tumorale peut étre reproduite sur les
CAM. Différentes biopsies provenant de la méme tumeur
peuvent en effet étre greffées indépendamment et simul-
tanément, et suivies au cours du temps [18]. Cultivées de
fagon indépendantes, ces xénogreffes sur CAM permettent
ainsi de tester des drogues, en monothérapie ou en asso-
ciations, qui peuvent étre adaptées a I’hétérogénéité de
la tumeur elle-méme, dans la perspective d’'une médecine
personnalisée. La courte durée de ces expériences est un
atout et des banques de PDX réalisées sur des CAM, simi-
laires a celles qui existent chez la souris, pourraient étre
développées et ainsi aider la recherche®.

® PDX Finder: A portal for patient-derived tumor xenograft model discovery.
https://doi.org/10.1101/291443.
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Un modéle d’étude de I’efficacité des drogues ciblant le
systeme immunitaire

Les tumeurs sont des écosystemes complexes dans lesquels les
cellules cancéreuses établissent un dialogue dynamique avec leur
microenvironnement constitué de matrice extracellulaire et de plu-
sieurs types de cellules, dont les cellules stromales et les cellules
immunitaires [21]. Ce microenvironnement tumoral complexe module
la croissance de la tumeur et sa réponse aux drogues anti-tumorales
[22]. Une des limitations majeures des modéles de xénogreffe chez
la souris immunodéprimée est la difficulté de tester I'effet d’immu-
nomodulateurs ou d’inhibiteurs de points de contréle immunitaire.
Le recours a des souris humanisées, dans lesquelles on rétablit un
systéme immunitaire par injection de cellules souches CD34" dérivées
de sang de cordon (hu-CD34-NSG), ou de cellules mononucléées de
sang périphérique (hu-PBMC-NSG), est trés contraignant, pour des
raisons de temps et de colt. Cette technique ne regle pas, de plus,
les problemes éthiques liés a I'utilisation de mammiféres [23]. Peu
de données sont disponibles concernant les effets de drogues ciblant
le systéme immunitaire (immunomodulateurs ou inhibiteurs de points
de contrdle immunitaire) dans le modéle de CAM [24]. Cependant, la
cinétique de la maturation du systeme immunitaire chez I’embryon
de poule et les différences et similitudes des systémes immunitaires
humain et aviaire sont connus [25]. Le thymus (impliqué dans la
maturation des lymphocytes T) et la bourse de Fabricius (responsable
de la lymphopoiése des lymphocytes B chez I'oiseau)* ne se mettent en
place, chez la poule, qu’a partir des J3 et J4 du développement, et ne
sont fonctionnels, respectivement, qu’a J13 et J18. Parallélement, les
lymphocytes T apparaissent a J10. Mais ils ne sont immunocompétents
qu’a partir de J18. Les lymphocytes B apparaissent a J12 et, comme les
lymphocytes T, ne sont immunocompétents qu’a J18. Cette immuno-
incompétence permet donc la greffe des cellules humaines et ainsi la
croissance des tumeurs provenant des patients. Mais aux jours J10-15
du développement embryonnaire de I’oiseau, les cellules hétérophiles
(les analogues aviaires des neutrophiles) et les monocytes, les cellules
inflammatoires présentes et susceptibles d’infiltrer les xénogreffes,
pourraient provoquer des réactions inflammatoires non spécifiques
[26]. Ces différentes cellules peuvent mimer ce qui survient dans le
compartiment non tumoral de la tumeur (son microenvironnement),
c’est-a-dire infiltration de la tumeur par des cellules immunitaires,
notamment par des macrophages, par des cellules mésenchymateuses,
et par des fibroblastes [21]. Dans le systeme de xénogreffe de cel-
lules de lymphome de Burkitt réalisée sur la CAM, les tumeurs qui se
développent sont infiltrées par des macrophages, des lymphocytes
et des hétérophiles aviaires [27], ce qui reproduit les interactions
entre cellules tumorales et microenvironnement tumoral. Comme cela
a été suggéré par I’étude du développement du systeme immunitaire
de ’embryon de poule [25], e modéle CAM serait donc probablement
pertinent pour étudier I'efficacité des drogues ciblant le systeme
immunitaire et des immunomodulateurs.

* Chez I’homme, la lymphopoiése B a lieu dans la moelle osseuse, comme la lymphopoiese T.
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Conclusion

Le modele CAM semble un modéle alternatif puissant
capable de se substituer, au moins en partie, aux modéles
murins. €n effet, il peut facilement étre utilisé pour mettre
en place de véritables plateformes de tests diagnostiques
et théranostiques, en association avec des techniques a
haut débit (transcriptomique, protéomique, métabolo-
mique, etc.) qui semblent actuellement indispensables &
la caractérisation des tumeurs. Seule la durée courte des
expériences, qui est par ailleurs un atout dans la pers-
pective d’'une médecine personnalisée, limite I’étude de
I’évolution des tumeurs dans le temps, ainsi que la réponse
a long-terme des tumeurs aux drogues. €n revanche, il
permet d’obtenir rapidement des données quantifiables
sur Pefficacité des drogues, leur toxicité sur les organes
embryonnaires, et leur bio-distribution. Certes, des don-
nées complémentaires restent nécessaires a acquérir pour
mieux connaitre : (1) les interactions des tumeurs avec leur
microenvironnement, interactions qui se mettent en place
lors de la croissance de la greffe, ainsi que (2) les rema-
niements de la membrane chorio-allantoidienne lorsque
celle-ci est au contact de la tumeur.

Le modeéle CAM reste peu coliteux et simple a mettre en
ceuvre, puisqu’il ne nécessite pas d’animalerie dédiée et
que, au moins en France et en Europe, les protocoles expé-
rimentaux faisant appel aux ceufs de poule ne doivent pas
étre approuvés par un comité d’éthique... ¢

SUMMARY

The hen embryo: An alternative preclinical model in
cancer

For therapeutic purposes, the development of new anti-
cancerdrugs requires their evaluation in terms of activity,
cytotoxicity and pharmacokinetics. The candidate drugs
are tested in vitro on cell lines and primary cells isolated
from patients, and in vivo, often, using xenografts in
immuno-compromised mice. In recent years, administra-
tive constraints have become increasingly stringent and
the 3R rule (reduce, refine, replace) requires the elabo-
ration of alternative models capable to replace mouse
models or at least to limit their use. Among them, xeno-
graft on chick embryo chorioallantoic membrane (CAM
assay) seems particularly efficient. It makes it possible
to monitor and quantify tumor growth and tumor-associ-
ated parameters such as neoangiogenesis, invasion and
migration. It allows the screening of drugs effective both
on tumor cells and their microenvironment. Finally, the
model seems adapted to the development of personal-
ized medicine to which current research in cancerology
is tending. In this context, this review focuses on the
technique itself and its advantages. ¢
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