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Les cultures cellulaires en monocouche de lignées tumorales ou de cellules primaires
de patients ont longtemps été un modele in vitro de choix en oncologie. Ces modéles
ont notamment permis de décrypter des mécanismes déterminants de la prolifération
tumorale et I'invasion. Il est aujourd’hui admis que ces modeéles 2D sont insuffisants
car ils ne prennent pas en compte I'organisation spatiale des cellules et leurs
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d’obtenir une meilleure compréhension du développement de ces pathologies mais
également pour tester la pénétration de drogues a travers un tissu et la réponse
cellulaire associée. Nous présentons ici, la technologie des capsules cellulaires (TCC),
qui permet de produire différents modéles de tumoroides : des modéles de cultures 3D
simples ou plus complexes par co-culture de cellules tumorales avec des composants
du microenvironnement (fibroblastes, matrice etc). Le développement de ces
nouveaux systémes de cultures en volume permet aujourd’hui de proposer des
modeles physiopathologiques plus pertinents qui faciliteront la mise en place de
stratégies thérapeutiques ciblées.
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5 décrypter des mécanismes déterminants de la prolifération tumorale et I'invasion. Il est aujourd’hui
7 admis que ces modeles 2D sont insuffisants car ils ne prennent pas en compte I'organisation spatiale
g des cellules et leurs interactions entre elles ou avec la matrice extracellulaire. Dans le cadre du
10 cancer, il y a un besoin indéniable de développer de nouveaux modeles 3D (tumoroides) en vue
11
12 d’obtenir une meilleure compréhension du développement de ces pathologies mais également pour
13
14 tester la pénétration de drogues a travers un tissu et la réponse cellulaire associée. Nous présentons
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30 Abstract
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34 in oncology. In particular, these models have made it possible to decipher the mechanisms that
35
36 determine tumor proliferation and invasion. However these 2D models are insufficient because they
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38 do not take into account the spatial organization of cells and their interactions with each other or
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INTRODUCTION

Les modeles de cultures cellulaires en 3 dimensions (3D) ont émergé dans les 15 dernieres
années et sont devenus une référence dans le domaine de la culture cellulaire afin de reproduire les
fonctions et I'architecture d’un tissu au plus proche de la physiologie. Ils sont utilisés a la fois en
recherche fondamentale, par exemple pour la compréhension de I'organogenése, mais également
en pharmacologie pour le développement de nouvelles molécules thérapeutiques. En effet, il est
maintenant bien accepté que des cultures en 2 dimensions (2D) sur fond en plastique conduisent a
des comportements cellulaires artéfactuels [1]. Elles récapitulent de maniere incompléte les
interactions entre cellules et entre les cellules et la matrice extracellulaire et ne permettent donc pas

de caractériser la capacité d’une substance active a diffuser au sein d’un tissu ou d’'un organe.

Il existe aujourd’hui de nombreuses techniques d’assemblage de cellules en 3D qui générent
des structures nommeés organoides qui sont, par définition, des agrégats cellulaires ayant des
propriétés mimant celles d’'un mini-organe (reins, cerveau, intestins etc) [2-4]. La formation d’un
organoide pertinent dépendra donc de plusieurs paramétres, parmi lesquels I'origine des cellules
choisies (cellules souches embryonnaires ou induites a la pluripotence, cellules primaires) et la
technologie permettant de les produire avec de plus en plus de modeles qui reposent sur les
capacités remarquables d’auto-assemblage des cellules. Dans la plupart des cas, les cellules
proviennent de biopsies de patients, généralement des épithéliums, obtenus apres dissociation
mécanique et/ou enzymatique du tissu et purification des cellules afin d’éliminer la matrice
extracellulaire (collagene, laminine etc) ainsi que les cellules du stroma (cellules du systéeme

immunitaire, fibroblastes etc) [5].

Il est a noter cependant que I'acceptation de la définition d’un organoide n’est pas unanime.
Pour exemple, Hans Clevers, un pionnier dans la culture d’épithélium en 3D, définit un organoide
comme une structure 3D provenant de cellules souches qui se sont transformées en cellules
spécifiques d’'un organe par auto-organisation et différenciation [6]. Mina Bissel, largement connue
pour ses travaux sur le cancer du sein et ses modeéles 3D associés, est moins restrictive et définit un
organoide comme une culture 3D dérivée de cellules primaires de patient, de cellules embryonnaires
ou d’IPS (cellules souches pluripotentes induites) qui sont capables d’auto-renouvellement et auto-

organisation en un tissu fonctionnellement proche du tissu d’origine [7].

Dans le cadre du cancer, les cellules peuvent provenir de cellules souches sauvages qui
seront ensuite modifiées in vitro par surexpression d’oncogenes (tels que RAS, MYC) ou inhibition de
suppresseurs de tumeurs (par exemple p53-/-). Les structures 3D obtenues sont alors appelées

tumoroides. Pourtant, la complexité des modifications génétiques observées dans les cancers par
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séquencage haut débit et qui sont dues a des événements multiples, en fait des modeles difficiles a
reproduire. Il est alors possible de produire des tumoroides a partir de lignées cellulaires déja
existantes ou de biopsies tumorales de patients. Dans le cas d’'une modélisation en 3D de la tumeur
du patient lui-méme, il est facile de comprendre I'engouement de ce genre de modeles par la
communauté scientifique, avec des tests pharmacologiques ciblés et une médecine personnalisée a
la clé [8]. Dans le cas de l'utilisation de lignées, il convient alors de parler de sphéroides
multicellulaires, introduits dés les années 1980 [9], mais peu répandus a cause des difficultés liées a

leur observation [10] et plus encore a leur formation.

Historiquement, la recherche en oncologie sur des systemes 3D a commencé par I'utilisation
de sphéroides tumoraux multicellulaires. Ces agrégats étaient classiquement préparés par la
technique de « gouttes pendantes » (Hanging drop) [11] ou par culture dans des boites a fond en U
non-adhérentes (Floated-forced methods) [12]. Les sphéroides obtenus présentent pourtant
quelques inconvénients: 1/ le processus de formation, manuel, est généralement long (10 a 15
jours); 2/ leur structure sphérique ne représente pas forcément la complexité du tissu d’origine
(invagination, épithélium stratifié, cyste etc), 3/ et ils sont généralement de grande taille (plusieurs
centaines de microns de diameétre) ce qui induit un différentiel de diffusion de I'oxygéne et des
nutriments au sein du sphéroide et ainsi I'apparition d’une structuration avec un coeur nécrotique,
une couche de cellules quiescentes et une périphérie proliférative [13—15]. En effet, en absence de
vascularisation, I'oxygene ne pénétre pas au-dela d’une centaine de microns a I'intérieur des tissus
3D produits in vitro, limitant fortement leur utilisation, notamment pour des tests pharmacologiques
ou 'efficacité des substances actives sera difficile a quantifier puisque couplée a une mort cellulaire

par insuffisance de nutriments.

Avec l'avenement des techniques de microfabrication et microfluidique appliquées a la
biologie, les stratégies de production de sphéroides ou tumoroides 3D ont évolué et permettent de
complexifier la composition des « mini-tumeurs » modeéles dans le but d’en améliorer la pertinence
physiopathologique. Dans ce contexte, I'équipe « Biolmagerie et Optofluidique » (BiOf) du
laboratoire LP2N de I'Institut d’Optique a Bordeaux, s’est inspirée des perles de saveurs en cuisine
moléculaire [16], et a développé une technologie de co-extrusion microfluidique permettant la
production de microcapsules d’alginate creuses contenant des cellules [17,18]. Brievement, une
solution d’alginate liquide ainsi qu’une suspension de cellules sont co-extrudées par I'extrémité
d’une puce de microfluidique, sous la forme d’un jet qui se fragmente en un train de gouttes
composites au dessus d’'un bain de calcium. Le calcium, agent réticulant de l'alginate, permet la
gélification de I'alginate sous forme d’une sphére creuse (structure coeur aqueux-coque en hydrogel)

encapsulant les cellules.
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Cette technologie, décrite ici plus en détails, présente plusieurs avantages sur les techniques
classiques mentionnées précédemment. Tout d’abord, la taille des capsules fixe la taille des
tumoroides encapsulés apres prolifération. En utilisant des puces dont le diameétre de I'embout est
de I'ordre de 200 um, nous obtenons des capsules dont le rayon sera du méme ordre. On évite ainsi
I'apparition d’'un cceur nécrotique causé par linsuffisance d’oxygéne au centre. Par ailleurs,
I'alginate est un hydrogel biocompatible et poreux qui laisse passer I'oxygéne et les nutriments afin
de maintenir une culture a long terme des cellules encapsulées. L'alginate est aussi un hydrogel
visco-élastique dont nous pouvons moduler a facon I'épaisseur de la coque et la concentration afin
de modifier la rigidité percue par les cellules, et donc conduire des expériences de
mécanotransduction en 3D. Enfin, grace a cette technologie, nous pouvons produire des capsules 3D
a tres haut débit (~ 350 000 capsules en 2 minutes) et il est possible de complexifier les modeles
tumoraux en réalisant des co-cultures de cellules tumorales et des cellules du microenvironnement
(fibroblastes, cellules immunitaires) en présence ou non de matrice extracellulaire (Matrigel®,

collagene).

1 LA TECHNOLOGIE DES CAPSULES CELLULAIRES (TCC)

La technologie d’encapsulation cellulaire TCC (Cellular Capsule Technology CCT), dans son
principe général, a été développée simultanément mais indépendamment par trois groupes en
2013 [17,19,20]. Plus précisément, nous présentons ici la forme développée dans I'équipe BiOf de
Bordeaux et que la plateforme VoxCell propose aux laboratoires. Le principe repose sur une co-
extrusion de 3 solutions, en méme temps mais a des débits variables, a travers une puce de
microfluidique fabriquée par impression 3D stéréolithographique (Fig 1A). Une pompe de précision
dirige I'injection de ces solutions dont la suspension cellulaire au centre de la puce (SC), et la solution
d’alginate autour (AL). Une solution intermédiaire (SI) neutre est constituée de Sorbitol, avec une
osmolarité proche de celle de la suspension de cellules (300 mM) mais sans calcium, et elle permet
d’éviter la diffusion des ions calcium relargués par les cellules vers I'alginate, ce qui provoquerait un
bouchage de la puce et I'interruption de la formation des gouttes. Le compartiment de la suspension
cellulaire est refroidi (+4°C), ce qui permet de rajouter de la matrice extracellulaire a I'état liquide en
cas de besoin (Matrigel®, collagene). La solution d’alginate est chargée négativement par un
générateur de tension. Les 3 solutions sortent par la pointe de la puce de microfluidique (d’une
taille de I'ordre de 200 um de diamétre). La fragmentation rapide du jet en gouttelettes conduit a la
formation d’un train de gouttes qui passent au milieu d’'un anneau de cuivre. Le champ électrique
provoque la dispersion des gouttes chargées de méme signe et réduit ainsi le risque de coalescence
de gouttes, donc de polydispersité (i.e. formation de petites et grosses capsules). Lorsque les gouttes

atterrissent dans le bain de calcium (CaCl, 100 mM), elles subissent une gélification quasi-
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instantanée, car le calcium est chélaté par les chaines d’alginate. On forme ainsi des capsules
d’environ 200 um de diamétre. Comme représenté sur la figure 1B, il est a noter que les capsules ne
sont pas parfaitement sphériques mais présentent une « queue » ou « pointe », qui provient de

I'impact des gouttes avec la surface du bain de calcium.

Cette technologie est tout d’abord caractérisée par ses capacités de production a trés haut
débit massive et rapide d’organoides 3D (environ 350 000 capsules par encapsulation de quelques
minutes). De plus, la technique offre une versatilité qui permet de varier la composition cellulaire, la
taille des capsules, leur rigidité et d’introduire des composantes de la matrice extracellulaire pour

s’adapter au mieux a la question biologique posée.
Composition de la capsule : I’alginate

L'alginate est un polysaccharide extrait d’algues brunes qui est constitué de chaines
polymériques dont les unités monomériques sont I'acide mannuronique (M) et I'acide guluronique
(G). La proportion de chacun de ces deux monomeres M et G ainsi que leur arrangement tout au
long de la chaine du polymere déterminent les propriétés intrinseques de I'hydrogel formé apres
réticulation. Ainsi, une fois dissout dans I'eau, l'alginate de sodium donne une solution dont la
viscosité augmente avec la concentration. Il faut trouver un compromis car des concentrations
faibles (typiqguement <1%) donnent des capsules faciles a former, trés souples mais fragiles, tandis
gue des concentrations élevées (typiquement >3%) exigent des pressions de co-extrusion élevées,
rendant l'opération plus délicate et donnent des capsules rigides et résistantes. De maniére
générale, la réticulation de I'alginate en hydrogel est ionique et se fait en présence de cations
bivalents (tels que Ca?*, Ba?*, Sr**). Comme il ne s’agit pas d’une réaction covalente, il est possible de
dissoudre le gel en ajoutant un chélateur des cations divalents. Pour des applications biologiques, le
choix des ions calcium est le plus courant, car il est le plus représenté dans I’environnement
cellulaire et déja présent dans les milieux de culture. En présence de calcium, I’hydrogel forme un
réseau polymérique poreux compatible avec une culture cellulaire a long terme car sa taille de maille
(dépendante de la concentration, mais de l'ordre de 20 nm) laisse passer I'oxygéne et les

nutriments.
Taille/rigidité des capsules

La taille des capsules est déterminée par la taille de la pointe de la puce de co-extrusion, par
laquelle les gouttes vont se former. Elle est donc modulable d’une encapsulation a une autre en
changeant de puce. Puisque la distance critique de diffusion de I'oxygéne au sein d’un tissu est de
I'ordre de 300 um, nous produisons le plus souvent des capsules un peu plus petites (entre 150 a

250 um de diameétre) pour éviter la formation de coeur nécrotique. Les cellules encapsulées
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proliférent jusqu’a remplir la capsule. Cet état est désigné par le terme de confluence 3D, similaire a
la confluence en boite de Pétri. Si la capsule est trop fine, I'accroissement de volume par
prolifération cellulaire génére une dilatation de la capsule et peut méme conduire a son
explosion [17]. Pour éviter cela, il suffit d’augmenter I'épaisseur de la coque de la capsule en
modulant les débits des différentes solutions d’extrusion. Cette augmentation d’épaisseur de coque
se traduit par I'obtention de capsules plus rigides, mimant ainsi un environnement cellulaire plus
rigide, et ouvrant la voie a des études de mécanotransduction en 3D. En plus de I'épaisseur de la
coque, on peut aussi utiliser des alginates a plus forte proportion de I'unité G ou augmenter la
concentration d’alginate pour rendre la capsule plus rigide. La pression ressentie par les cellules au
moment de la confluence dans la capsule dépend de la rigidité de celle-ci, ce qui est susceptible de
générer des réponses cellulaires différentes. Cet aspect est particulierement pertinent en oncologie
car des modifications de rigidité de la matrice extracellulaire ont été observées dans les niches pré-
métastatiques des tumeurs solides [21-23]. Ce serait un des mécanismes I'origine du départ des
cellules cancéreuses en vue d’invasion de tissus éloignés. Ce modéle de production de tumoroides
3D est donc tout a fait adapté pour étudier le réle du microenvironnement cellulaire dans le
déclenchement de métastases et en fait un modeéle plus pertinent que de simples sphéroides

nus [15].

La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est généralement composée d'un réseau complexe de
macromolécules assemblées en 3D qui ont des propriétés biochimiques (libération de cytokines) et
biomécaniques (cellules et molécules de soutien) et qui régulent la survie cellulaire, la croissance, la
motilité et la différenciation. Elle est sécrétée par les cellules tumorales elles-mémes et par les
cellules du microenvironnement (en particulier des fibroblastes qu’on appelle CAFs ou « cancer-
associated fibroblasts »). La matrice régule le développement et 'homéostasie du tissu qu’elle
entoure, et des changements drastiques de celle-ci peuvent apparaitre au cours du développement
ou de la tumorigenése. En effet, la fibronectine, le collagéne ou encore des proteoglycanes sont
souvent retrouvés surexprimés dans les tissus environnants de tumeurs [21-23] et sont
responsables de I'activation de la transition epithélio-mésenchymateuse (TEM) et de linvasion

cellulaire.

Il est possible avec le modele des capsules cellulaires, de rajouter des composants de la
matrice (Matrigel®, collagéne, laminine) directement dans la suspension cellulaire (SC) au moment
de I'encapsulation. Pour des raisons d’affinité chimique, la matrice s’agrege en une fine couche le
long de la paroi interne de la capsule d’alginate. Alors que I’alginate natif est non-adhérent pour les

cellules, la couche de matrice sert de support pour I'adhésion et la croissance des cellules. Dans le
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cadre du cancer, les modifications de matrice sont intéressantes 1/ pour étudier leur réle dans la
prolifération et I'invasion tumorale en 3D, mais également 2/ pour faire des modéles d’épithélium

creux avec une lumiére au centre (cystes mammaires, épithélium intestinaux etc).
La composition cellulaire/microenvironnement

Dans son principe méme, la TCC permet de varier les parametres des principales solutions
co-extrudées, a savoir la solution d’alginate comme on vient de le voir. Mais il est aussi envisageable
de varier la composition de la suspension cellulaire pour essayer de récapituler des micro-tumeurs
in vitro mimant une grande variété de sous-types tumoraux. Les mono-cultures simples de tumeurs
solides (carcinomes, sarcomes) ont été beaucoup étudiées a I'aide des techniques classiques de
formation de sphéroides (telles que la goutte pendante). A ce niveau, le seul avantage de la TCC est
la production a haut débit. En revanche, pour des cellules non-adhérentes, |'effet de
compartimentalisation procurée par la TCC permet de maniére unique de former des cultures 3D
modélisant les tumeurs « liquides » (lymphomes, leucémies). De plus, en ajoutant des cellules du
microenvironnement (CAFs, cellules du systéeme immunitaire) et des composants de la matrice
extracellulaire, les modeéles 3D deviennent des modeles de co-cultures plus complexes et
éventuellement plus pertinents. Les différents modeles qu’il est possible d’obtenir par cette

technologie (Fig 1B) sont présentés ci-aprés et illustrés par quelques réalisations.
2 LES MODELES DE TUMOROIDES 3D
2-1 Mono-cultures 3D de cellules tumorales

Les mono-cultures 3D de cellules encapsulées (primaires de patients ou de lignées),
permettent de créer des modeles trés variés reproduisant des tissus 3D simples : avec la TCC, de
nombreuses cellules de tumeurs solides ont été déja été encapsulées avec succes (Fig 1B modele #1
et Fig 2A/2B): carcinome rénal (293T, Renca), Hépatoblastomes (cellules primaires, HuH-6, HuH-7,
HepG2, Hep3B), carcinome colo-rectal (HT-29), glioblastomes (cellules primaires, GBM U87). De plus,
de nombreuses tumeurs malignes dont I'origine des cellules vient du systeme lymphatique B et T
ont également été encapsulées (cellules primaires, HLY-1, DOHH2, SUDHL4, Fig 2F). Concernant ces
cellules non-adhérentes, leur culture se fait généralement en 2D, et les quelques modeles 3D qui
existent sont des agrégats multicellulaires difficiles a manipuler et a imager [24-26]. L’encapsulation
permet de les faire pousser dans un environnement clos, équivalent a un mini-bioréacteur, qui
facilite leur manipulation mais également permet de les imager en petits groupes, ce qui n’est

généralement pas évident pour ce type de cellules.
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Ces modeles de mono-cultures tumorales en 3D sont utiles pour étudier de nombreux
phénomeénes en lien avec le cancer, comme la prolifération, I'invasion ou encore les tests de
diffusion de drogues. Concernant la prolifération, il a d’ailleurs été montré que la mise sous
confinement et pression de tumeurs solides augmente la production de matrice et rend les cellules

en périphérie tres motiles, leur conférant méme un phénotype invasif [15,27].

Dans ces modeles de sphéroides, la croissance se fait par agrégation cellulaire au centre de
la capsule, comme ce serait le cas sur des plaques « ultra-low attachment ». En ajoutant de la
matrice extra-cellulaire (Matrigel®, collagene) cela force I'ancrage des cellules aux parois internes de
la coque. Avec des cellules épithéliales (MDCK, MCF7, etc) on forme des épithéliums creux tumoraux
avec une lumiere au centre [28] (Fig 1B modele #2 et Fig 2C et 2D). Ces modeles épithéliaux
encapsulés, se forment tres rapidement (1 a 3 jours) ce qui représente un avantage considérable par
rapport aux techniques classiques de formation d’épithélium en 3D enfouis dans du Matrigel® qui
nécessitent des semaines de culture [29]. De plus, ils s’auto-organisent avec une orientation apico-
basale des cellules et des jonctions cellulaires serrées, et permettent de modéliser des tumeurs
provenant d’épithéliums intestinaux, pulmonaires, ou de |'estomac, ou encore des cystes

mammaires (ou acini).

2-2 Co-cultures 3D de cellules tumorales et du microenvironnement

Dans le cadre des tumeurs solides, les cellules tumorales sont entourées de fibroblastes et
de cellules du systéme immunitaire. Les CAFs sont des composants importants de I'environnement
cellulaire, qui évoluent en méme temps que les cellules tumorales et bien que les mécanismes ne
soient pas tous identifiés aujourd’hui, il est admis qu’ils jouent un réle majeur dans I’évolution de la
maladie. Ces fibroblastes sécrétent de la matrice extracellulaire, des facteurs de croissance et des
chimiokines, et ils servent également de support physique a la tumeur solide [30,31]. Les
interactions physiques entre les cellules tumorales et les fibroblastes sont donc primordiales et

évoluent au cours de la progression tumorale.

Afin de comprendre le réle des CAFs dans les niches pré-métastatiques de tumeurs solides,
des cellules de carcinome de colon (HT29) et des fibroblastes humains ont été co-encapsulés.
L'interaction entre les cellules a pu étre étudiée et imagée en 3D par microscopie confocale
(modele #3 et Fig 2E). Alors que les affinités adhésives des deux types de cellules favorisent la
ségrégation en deux sphéroides cOte-a-cOte tant que le confinement de la capsule ne se fait pas
sentir, une fois la confluence 3D atteinte, la compression qui en résulte déclenche I'étalement des
fibroblastes autour des cellules cancéreuses (Bertillot et al. Soumis) [32]. De maniére remarquable,

cette organisation spécifique est similaire a celle observée sur des tranches de carcinome de colon.
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Cela suggere que I'organisation cellulaire des carcinomes de colon résulte en partie de |'action de

forces mécaniques.

Tout comme pour les tumeurs solides, les cellules stromales jouent un réle majeur dans le
développement des tumeurs dites « liquides » avec des niches tumorales spécifiques a chaque sous-
type de lymphome ou leucémie[33]. Les tumeurs liquides sont des cancers touchant les cellules du
sang, de la moelle osseuse ou du systéme lymphatique. Ce sont des cancers « circulants » dont les
cellules tumorales proliferent au niveau de glandes et ganglions lymphatiques, dans les niches
tumorales ou ils sont en contact avec les cellules du microenvironnement. C’est pourquoi, la
compréhension de leur mécanisme de prolifération ainsi que leur réponse aux traitements doit
intégrer des composants de cet environnement: cellules stromales, cellules du systeme immunitaire

(macrophages ...), matrice extracellulaire, cellules endothéliales etc.

Grace a la technique de TCC, nous avons mis au point un modele de lymphome B non-
Hodgkinien minimal (Lamaison C et al, Blood Advances 2021, sous presse, et Fig 2F) [34]. Les cellules
tumorales de patients (cellules primaires) ou de lignées (SUDHL4, DOHH2, HLY1), ont été co-
encapsulées avec des cellules stromales de patients (RESTO, fibroblastes d’amygdales). Ce nouveau
modele 3D a permis : 1/ I’étude de la prolifération des cellules B en présence des fibroblastes, 2/
I’étude des interactions physiques entre les deux populations par imagerie «live» 3D, 3/ la
démonstration d’une réponse différentielle des cellules tumorales a un traitement chimio-
thérapeutique entre la co-culture 2D et 3D. De plus, pour la premiére fois, grace a ce modele de co-
culture 3D, des cellules primaires de lymphome folliculaire B ont pu étre maintenues en culture

in vitro.

Cette étude vient mettre en évidence un réle majeur des cellules stromales dans la
prolifération des cellules de lymphomes en 3D, et I'importance du développement de ces nouveaux

modeles de culture en organoides et tumoroides.

3 MODELE ALTERNATIF DES TUBES D’ALGINATE

En ingénierie tissulaire, le but ultime est la production de mini-organes, mini-tumeurs ou
plus généralement de tissus plus épais dont la taille dépassera le millimétre. Les modeles de
microtumeurs présentés précédemment ont une taille de I'ordre de 200 um, choisie a dessein pour
éviter toute nécrose. Pour fabriquer des tissus plus étendus et plus épais a base d’organoides, il
faudra réussir a intégrer au sein de ces tissus une vascularisation sanguine, permettant un apport de

nutriments et d’oxygéne au centre du tissu qui ne serait pas possible par simple diffusion.
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Les vaisseaux sanguins, sont des structures tubulaires, constituées de plusieurs couches de
cellules musculaires lisses entourant une couche de cellules endothéliales, elles méme bordant une
lumiere. Chaque type cellulaire, ancré sur une lame basale de matrice extracellulaire, a une fonction
spécifique : les cellules musculaires lisses sont responsables de la contraction et du maintien du

tonus vasculaire, tandis que les cellules endothéliales régulent la perméabilité des vaisseaux.

Vue la structure complexe du tissu vasculaire, que ce soit du point de vue structurel comme
fonctionnel, reproduire des vaisseaux artificiels in vitro est un défi important. L’ingénierie tissulaire
vasculaire, a ainsi longtemps été peu convaincante, avec, au mieux, des modeles de cultures 3D de

cellules endothéliales uniquement [35].

Une variante de la TCC consiste a plonger I'extrémité de la pointe de co-extrusion
microfluidique directement dans le bain de calcium, ce qui supprime linstabilité (dans [Iair)
conduisant a la fragmentation du jet de liquide en gouttelettes. Au lieu d’obtenir des centaines de
milliers de capsules sphériques creuses, nous obtenons alors une capsule cylindrique creuse qui peut
atteindre un meétre de long et dont le rayon est de I'ordre de 450 um. Ce tube d’alginate se gélifie au
fur et a mesure qu’il est produit dans le calcium avec les cellules encapsulées dans la lumiere. Nous
avons montré qu’en encapsulant un mélange de cellules endothéliales, de cellules musculaires lisses
et de la matrice extracellulaire, les cellules s’auto-organisent rapidement (en moins d’une journée)
pour former une lumiere ou I'endothélium est couvert de cellules musculaires lisses (Figure 3). On
forme ainsi un vaisseau sanguin artificiel en 3D [36] qui est étanche et se contracte en réponse a des
agents vaso-constricteurs. Ce modele alternatif de tubes d’alginate compléte les modeéles de
tumoroides en capsules d’alginate et montre la diversité d’objets qui peuvent étre produits par la

méme technologie.

CONCLUSION

Au cours du processus tumoral, les cellules tumorales proliferent de maniére anarchique,
puis s’organisent au sein de niche pré-métastatique, ou des modifications dans la composition et la
rigidité du microenvironnement viennent déclencher une transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) de ces cellules. Les fibroblastes associés aux cancers sont en partie responsables de ces

modifications de la matrice.

Il est admis aujourd’hui que des modeles 3D tumoraux sont plus représentatifs du tissu
tumoral d’origine. Les sphéroides nus, largement utilisés jusqu’a aujourd’hui et obtenus grace a des

technologies de « gouttes pendantes » ou de culture sur support non-adhérents, sont des modeles
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qui ont permis a la communauté scientifique de mettre un pied dans la représentation en 3D d’une
tumeur. Les interactions des cellules entre elles dans une architecture 3D sont ainsi mieux
récapitulées. Toutefois, elles ne permettent pas (ou de facon peu reproductible) de tenir compte des
interactions des cellules avec le microenvironnement, composant et acteur majeur de I’évolution
tumorale. Les modéles d’encapsulation 3D présentés dans cette revue, tiennent compte de ce
facteur indispensable. Il est possible grace a la technologie des capsules cellulaires, de produire des
tumoroides de taille maitrisée, en culture 3D simple ou en co-culture avec des cellules du
microenvironnement et/ou de la matrice extracellulaire faisant ainsi varier la rigidité de
I'environnement. Ces modéles 3D innovants nous semblent aujourd’hui des approches

incontournables dans la recherche contre le cancer.
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Légendes
Figure 1

Représentation schématique (A) de la technologie d’encapsulation cellulaire (AL : solution d’alginate,
Sl : solution intermédiaire, SC: solution cellulaire) et (B) des modeles 3D d’organoides ou

tumoroides obtenus.
Figure 2

Différents modeles de cultures et co-cultures 3D en capsule d’alginate. Modele #1 de monocultures
en sphéroides: (A) adénocarcinome rénal (marquage membranaire magenta) et (B) hépatoblastome
(marquage nucléaire bleu et membranaire jaune). Modéle #2 de monocultures en épithélium creux:
section optique avec une lumiere au centre (C) et projection maximum (D) d’un épithélium

mammaire. Modele #3 de co-cultures 3D : (E) fibroblastes associés au cancer (vert) entourant une
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tumeur solide de colon encapsulée (gris), (F) co-culture de cellules de lymphome B (jaune) et de

cellules stromales associées (bleu). Barre d’échelle = 100 um.

Figure 3

Immunomarquages Dapi (noyaux), Laminine (Matrigel®), CD31 (cellules endothéliales) et alpha
Smooth Muscle Actin (aSMA, cellules musculaires lisses) sur un vaisseau sanguin artificiel 3D

encapsulé en tube d’alginate. Barre d’échelle = 50 um.

conflits d’intéréts : aucun
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