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 Le mélanome métastatique est le cancer de la peau le plus agressif. Bien que son taux 

d’incidence soit inférieur à 1%, plus de 75% des décès associés à un cancer de la peau lui sont 

attribués. 

 Au cours des dernières années, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont permis d’améliorer 

la survie des patients. Cependant, des mécanismes de résistance à ces traitements se développent 

dans la majorité des cas, conduisant à une phase de rechute, et une survie à 5 ans inférieure à 20%. 

 Des modèles d’étude expérimentaux sont nécessaires afin de comprendre les mécanismes 

impliqués dans l’apparition de ces résistances et développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Différents modèles in vitro sont actuellement utilisés pour le développement de drogues anti-

tumorales, tels que celui du sphéroïde. Bien qu’il permette de reproduire l’organisation 

tridimensionnelle d’une tumeur, l’absence de microenvironnement tumoral empêche l’étude des 

interactions entre les cellules tumorales et celui-ci alors que ces facteurs jouent un rôle primordial 

dans la croissance tumorale et le développement de métastases. 

Dans ce contexte, mes travaux ont porté sur le développement et la caractérisation d’un 

modèle ex vivo de mélanome humain complet permettant l’étude de l’évolution d’une tumeur dans le 

tissu sain et l’évaluation de composés pharmacologiques. 

Les travaux réalisés ont tout d’abord conduit au développement d’un modèle de cancer cutané 

basé sur la combinaison d’un modèle de sphéroïde de lignée cellulaire de mélanome humain et du 

modèle de peau humaine ex vivo NativeSkin®, développé par la société Genoskin. Une procédure a 

été développée et validée pour permettre l’implantation reproductible d’un sphéroïde dans le derme 

des explants de peau. Parallèlement, j’ai développé une approche d’imagerie in situ par microscopie 

à feuille de lumière après transparisation des modèles. J’ai également développé une stratégie 

d’analyse d’images permettant la caractérisation quantitative de l'évolution du sphéroïde implanté en 

3 dimensions et de suivre la dispersion des cellules du tumorales au sein de l’explant de peau.  

 La caractérisation histologique du modèle implanté a révélé de façon très inattendue une perte 

progressive de l’intégrité du sphéroïde après implantation, associée à une diminution rapide de la 

prolifération des cellules le constituant et l’apoptose massive des cellules situées à sa périphérie. Ce 

phénomène a été observé de façon similaire lors de l’implantation de sphéroïdes produits à partir de 

différents types cellulaires. Afin de comprendre ces résultats, j’ai étudié l’implication potentielle de 

différents paramètres dans l’induction de la mortalité cellulaire observée tels que les conditions 

d’implantation, les facteurs synthétisés par le modèle et la contrainte mécanique exercée par le 

derme. Les résultats obtenus suggèrent que les facteurs sécrétés par les modèles après implantation 

du sphéroïde ont un effet antiprolifératif sur les sphéroïdes de mélanome et qu’ils induisent la mortalité 

des cellules situées à sa périphérie. Par ailleurs, l’application d’une contrainte mécanique extérieure 

sur les sphéroïdes de mélanome entraîne la perte de la cohésion de leur structure. Enfin, 

l’implantation de sphéroïdes dans le derme de biopsies de peau préalablement desséchées, induisant 

une perte de la viabilité cellulaire, a conduit à des résultats opposés à ceux observés avec de la peau 

normale : la structure des sphéroïdes reste cohésive et la prolifération des cellules est maintenue en 

périphérie du sphéroïde sans qu’aucune apoptose massive ne soit observée. 

L'ensemble de ces travaux semble suggérer que la mortalité du sphéroïde pourrait être, en 

partie, la conséquence d’une contrainte mécanique exercée par la peau sur le sphéroïde et/ou de 

facteurs produits par la peau durant sa culture. Ces données ouvrent des perspectives intéressantes 

dans le domaine de l’ingénierie tissulaire pour l’évaluation pharmacologique de composés 

thérapeutiques.
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Malignant melanoma is the most aggressive form of skin cancer. Although it only occurs in 

less than 1%, it is responsible for more than 75% of skin cancer-related deaths. Furthermore, 

melanoma incidence has constantly increased during the last decades.  

New therapies such as targeted therapy and immunotherapy have emerged over the past 

years, significantly improving the overall survival rates of patients with advanced melanoma stages. 

However, resistance to those treatments develops in most cases, leading to relapse with a 5-years 

survival of those patients under 20%. 

Experimental models are needed in order to better understand the molecular events 

underlying these resistance mechanisms, and to develop new therapeutic strategies. MultiCellular 

Tumor spheroid is an increasingly recognized 3D in vitro model for pharmacological evaluation. 

Although this model accurately reproduces the 3D architecture, cell-cell interaction and cell 

heterogeneity found in microtumor in vivo, spheroids lack tumor-microenvironment interactions, which 

play a key role in tumor growth and metastasis development. 

In this context, the aim of my project was to develop and characterize a fully ex vivo human 

melanoma model for the study of tumor growth within the skin and the evaluation of antitumor drugs.  

Our approach relies on the combination of human melanoma cell lines grown in Multicellular 

Tumor Spheroids and the NativeSkin® model, an ex vivo human skin model produced by the 

biotechnology company Genoskin. Hence, I developed and validated a method to reproducibly 

implant one spheroid into the dermal compartment of skin explants cultured ex vivo. In parallel I have 

developed in situ imaging strategies based on light-sheet microscopy (SPIM, “Selective Plane 

Illumination Microscopy”) after optical clearing of the implanted skin biopsies. I also developed analytic 

methods to allow for the quantitative characterization of the spheroids evolution in 3 dimensions as 

well as tumor cells dispersal within the dermis of skin explants.  

Histological characterization of the implanted models over time revealed a progressive loss of 

the spheroids integrity after implantation associated with a rapid decrease in cell proliferation and 

massive apoptosis of the cells located in the peripheral layers. These results were shared by 

implanted spheroids made from different cell types. Further experiments were conducted in order to 

better understand these results and evaluate the impact of different parameters on the implanted 

microtumors viability such as the implantation procedure conditions, factors synthesized by the model 

after spheroid implantation and external mechanical stress. Results suggest that factors produced by 

the implanted models have an antiproliferative effect on melanoma spheroids and induce mortality in 

the peripheral layers of the spheroids. Moreover, results show that mechanical stress applied on 

melanoma spheroids induces loss of their cohesion. Finally, implantation of spheroids within the 

dermis of previously dessicated biopsies for 7 days, causing loss of skin cells viability, led to opposite 

results than in normal skin: spheroids maintain both a cohesive structure and proliferation in the 

peripheral cells without any massive apoptosis. 

Overall, this work led to the validation of a methodology to reproducibly implant spheroids into 

an ex vivo skin explant and the setup of an optical clearing technique necessary for in situ imaging of 

the implanted spheroid. Histological characterization unexpectedly revealed spheroids cells death 

following their implantation. Results suggest that this mortality could be partly related to mechanical 

stress exerted on the spheroids by the skin and/or by factors produced by the skin during culture. 

These data open new perspectives in the research field of tissue engineering for antitumoral 

pharmacology. 
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AVANT-PROPOS 
Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif, et son incidence est en constante 

augmentation depuis plusieurs décennies. Tandis que cette pathologie est associée à un bon 

pronostic lorsqu’elle est diagnostiquée durant ses premiers stades de développement, aucune 

thérapie ne permet actuellement de traiter de manière efficace le stade métastatique, 

notamment en raison de sa résistance aux approches chimiothérapeutiques et malgré le 

développement récent de nouvelles stratégies thérapeutiques telles que les thérapies ciblées 

ou l’immunothérapie. 

 

Il existe actuellement un réel besoin de nouveaux modèles d’étude précliniques permettant 

d’étudier le mélanome et de prédire avec efficacité l’activité et la toxicité de composés 

thérapeutiques. Afin d’être prédictifs, ces modèles doivent permettre d’étudier la tumeur dans 

son microenvironnement, les interactions entre ces deux composants jouant un rôle dans les 

mécanismes de résistance aux thérapies.  

L’utilisation de tels modèles doit contribuer à l’élaboration de stratégies thérapeutiques 

permettant d’améliorer la survie des patients d’une part, mais également à l’identification de 

composés ayant un réel potentiel thérapeutique avant qu’ils n’entrent en phase de 

développement clinique d’autre part, afin de réduire les taux d’attrition et coûts de recherche 

et développement associés au développement de médicaments. 

 

Dans ce contexte, ce projet de thèse porte sur le développement d’un modèle de mélanome 

humain ex vivo permettant d’étudier la tumeur dans son microenvironnement, la peau. 

 

La partie introductive a pour but de poser le contexte dans lequel s’inscrit ce projet et est 

divisée en trois parties. La première partie porte tout d’abord sur la structure générale de la 

peau et dresse un état de l’art des modèles in vitro actuellement utilisés pour étudier cet 

organe. La seconde partie est consacrée au mélanome et rappelle les connaissances 

nécessaires à la compréhension du développement de cette pathologie et aux stratégies 

thérapeutiques existantes. Enfin, les principaux modèles actuellement utilisés pour étudier le 

mélanome ainsi que les enjeux associés au développement d’un composé thérapeutique 

seront présentés dans une dernière partie.
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Figure 1. Représentation schématique de la structure de la peau. 

Adapté de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0022679/?figure=2 

 

 

 

Figure 2. Représentation schématique des différentes couches de l’épiderme.  

Adapté de http://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Melanomes-de-la-peau/Anatomie-de-la-peau 
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Partie 1 : Présentation générale de la peau et de ses modèles d’étude in 

vitro 

 

1. Présentation générale de la structure de la peau humaine 

 

La peau est l’enveloppe recouvrant notre corps. Chez l’adulte, elle couvre une surface 

d’environ 2 m²  sur une épaisseur moyenne de 2,5 mm, et représente 6% du poids total de 

son corps. En tant que premier organe en contact avec l’extérieur, elle assure différentes 

fonctions qui font d’elle un organe vital : elle agit tout d’abord comme barrière de protection 

contre les agressions extérieures, aussi bien mécaniques ou chimiques que microbiennes, 

mais joue également un rôle dans la thermorégulation de l’organisme, la prévention de la perte 

en eau ainsi que dans les réactions immunitaires et la réception d’informations sensorielles 

(Crickx 2005b; Hurtley et al. 2014).  

Ces diverses fonctions lui sont conférées par les trois compartiments qui la 

constituent, l’épiderme, le derme et l’hypoderme, ainsi que les différentes annexes cutanées 

qui leur sont associées telles que les glandes sudoripares, les glandes sébacées ou les 

follicules pileux (Figure 1). 

 

1.1 L’épiderme 

 

L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau. C’est un épithélium pavimenteux 

stratifié d’une centaine de microns d’épaisseur, composé de 4 types cellulaires : les 

kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (Prost-

Squarcioni 2005; Crickx 2005a). 

 

Les kératinocytes représentent le type cellulaire majoritaire de l’épiderme : ils constituent en 

effet 80% de sa population cellulaire et lui confèrent son organisation stratifiée en migrant de 

la profondeur vers la surface au cours de leur différenciation. L’épiderme est ainsi divisé en 4 

couches distinctes, définies en fonction de la forme et du statut de différenciation des 

kératinocytes (Figure 2).  

La couche basale est la plus profonde de l’épiderme. Cette couche comporte toujours une 

assise cellulaire unique, contrairement aux autres couches dont l’épaisseur est variable. Les 

cellules qui la constituent sont directement en contact avec la jonction dermo-épidermique, à 

laquelle les kératinocytes sont reliés par les hémidesmosomes (Tsuruta et al. 2011). Les 

cellules souches qui assurent le renouvellement de l’épiderme sont localisées dans la couche  
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basale (Schepeler, Page, and Jensen 2014). Cette couche est également la seule au sein de 

laquelle les kératinocytes prolifèrent.  

La couche épineuse est composée de plusieurs assises de kératinocytes, dont la morphologie 

est polygonale. Dans la couche granuleuse, les kératinocytes sont répartis dans plusieurs 

assises cellulaires et présentent une morphologie aplatie, dans un axe parallèle à celui de la 

jonction dermo-épidermique. Finalement, les kératinocytes perdent leurs organites, dont le 

noyau, tout en s’aplatissant et s’enrichissant d’un réseau dense de kératine. Ils deviennent 

des cornéocytes dans la couche cornée, qui est la plus superficielle de l’épiderme. Le 

processus de différenciation et de migration des kératinocytes de la couche basale à la couche 

cornée de l’épiderme dure en moyenne 3 à 4 semaines chez l’Homme. 

Les kératinocytes confèrent à l’épiderme 3 fonctions distinctes : la cohésion de sa structure 

d’une part, grâce à leur cytosquelette et aux desmosomes qui les relient entre eux ; sa fonction 

de barrière entre l’organisme et le milieu extérieur d’autre part, liée à leur différenciation 

terminale en cornéocytes (van Smeden and Bouwstra 2016) ; et enfin une protection contre 

les radiations lumineuses, grâce à l’incorporation de grains de mélanine dans leur cytoplasme.  

 

Les mélanocytes constituent le second type cellulaire le plus abondant de l’épiderme : on 

dénombre 1 mélanocyte pour 35 kératinocytes, basaux et suprabasaux confondus. Ces 

cellules dendritiques, localisées dans la couche basale de l’épiderme, synthétisent 2 types de 

mélanine au sein des mélanosomes : les eumélanines, de couleur brun-noir, et les 

phénomélanines, de couleur jaune-rouges. La proportion de ces deux pigments définit la 

couleur de la peau d’un individu, appelée pigmentation constitutive, par opposition à la 

pigmentation facultative, qui apparaît en réponse à une exposition aux radiations ultraviolettes. 

Par convention, on distingue 6 phénotypes cutanés selon les pigmentations constitutive et 

facultative de la peau. Les eumélanines jouent également un rôle important de 

photoprotection, tandis qu’à l’inverse, les phénomélanines sont carcinogènes en réponse à 

l’exposition à des radiations lumineuses. Les mélanines sont synthétisées dans des organites 

spécifiques, les mélanosomes. Ceux-ci sont ensuite transférés aux kératinocytes par 

cytophagocytose (Kondo and Hearing 2011). 

 

Les cellules de Langerhans représentent 3 à 8% des cellules de l’épiderme. Ces cellules 

dendritiques transépithéliales appartiennent au système immunitaire : présentatrices 

d’antigènes aux lymphocytes T, leur rôle est de capter les exo-antigènes avant de migrer dans 

l’épiderme puis le derme de la peau jusqu’au système lymphatique afin de présenter les 

antigènes capturés aux lymphocytes T naïfs, permettant ainsi leur activation (Crickx 2005a; 

Seneschal et al. 2012).  
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Figure 3. Structure de la peau en coloration hématoxyline et éosine.  

Barre d’échelle 100 µm. 
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Enfin, les cellules de Merkel représentent la population cellulaire minoritaire de l’épiderme. 

Ces cellules neuro-épithéliales jouent le rôle de mécanorécepteurs. Elles sont irrégulièrement 

réparties dans la couche basale de l’épiderme et sont souvent regroupées en amas dans les 

zones les plus sensibles de la peau (lèvres, paumes, pulpes des doigts, …), formant des 

disques appelés corpuscules de Merkel (Boulais and Misery 2007; Zimmerman, Bai, and Ginty 

2014).. 

 

1.2 Le derme 

 

Le derme est séparé de l’épiderme par la jonction dermo-épidermique. C’est un tissu conjonctif 

richement vascularisé et innervé dont l’épaisseur moyenne varie de 1 à 2 mm. Il est 

principalement constitué d’une matrice extracellulaire abondante, composée de protéines 

fibreuses insolubles, telles que les fibres de collagène – principalement de type I, III et V, 

constituant 60-80%, 15-20% et 2-5% des fibres respectivement - et les fibres élastiques. Ces 

différentes fibres sont réparties dans un gel aqueux de glycoprotéines et de protéoglycannes, 

appelé substance fondamentale (Mélissopoulos and Levacher 1998).  

Ces différents constituants confèrent à la peau ses propriétés mécaniques. Comme leur nom 

l’indique, les fibres élastiques sont responsables de l’élasticité de la peau : elles sont en effet 

capables de s’allonger de 120 à 150% avant de reprendre leur longueur initiale. Cette 

caractéristique contribue à protéger l’organisme des chocs extérieurs. A l’inverse, les fibres de 

collagène ne sont ni extensibles ni élastiques. Elles confèrent au derme sa résistance aux 

forces de traction. 

Deux catégories de cellules distinctes sont présentes dans ce compartiment : les fibroblastes, 

d’origine mésenchymateuse, et des cellules d’origine hématopoïétique, tels que les 

mastocytes et des macrophages, impliqués notamment dans la surveillance immunitaire 

(Mélissopoulos and Levacher 1998; Freinkel and Woodley 2001). Les fibroblastes synthétisent 

les différents constituants de la matrice extracellulaire et sont responsables de leur 

renouvellement, via la production d’enzymes de dégradation de cette matrice (Vapniarsky et 

al. 2015). 

Enfin, le derme abrite également de nombreux vaisseaux sanguins, intervenant dans les 

échanges de chaleur avec le milieu extérieur et la nutrition des différents compartiments de la 

peau, et un réseau nerveux très dense, assurant la sensibilité de la peau à la température, à 

la pression et à la douleur (Prost-Squarcioni 2005). 

Le derme est divisé en 2 zones, caractérisées par des organisations distinctes : le derme 

papillaire et le derme réticulaire (Figure 3). 
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Figure 4. Représentation schématique des principales annexes cutanées. 

Adapté de www.cosmeticofficine.com/la-peau-et-ses-differentes-couches-tissulaires/les -annexes-cutanees/ 
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Le derme papillaire est la partie superficielle du derme, située immédiatement sous la jonction 

dermo-épidermique, entre les crêtes épidermiques. Il est composé d’un tissu conjonctif lâche, 

constitué par des fibres de collagène isolées et de fines fibres élastiques, appelées fibres 

oxytalanes. L’orientation de ces différentes fibres est majoritairement perpendiculaire au plan 

formé par la membrane basale. Cette région du derme abrite également des terminaisons 

nerveuses et des récepteurs au tact, les corpuscules de Meissner. La densité cellulaire est 

particulièrement importante dans le derme papillaire, qui abrite ainsi la majorité des 

fibroblastes, responsables du renouvellement de la matrice extracellulaire.  

Le derme réticulaire est la partie plus profonde du derme. Il n’est pas séparé du derme 

papillaire par une limite franche, mais par une modification de sa structure. Le tissu conjonctif 

qui le constitue est dense et constitué de fibres de collagène organisées en trousseaux épais 

de longueur indéfinie, et de fibres élastiques matures et immatures, les fibres d’élaunine. 

L’ensemble de ces fibres s’entrecroise dans toutes les directions en suivant des plans 

relativement parallèles à la surface de la peau (Crickx 2005a). Cette partie du derme contient 

également des artérioles et veinules, ainsi que des petits nerfs. 

 

1.3 L’hypoderme 

 

Tout comme le derme, l’hypoderme est un tissu conjonctif. Il n’est pas séparé du derme 

réticulaire par une limite franche mais assure sa continuité. L’hypoderme est constitué de 

lobules graisseux formés par les adipocytes séparés par des septums interlobulaires, qui 

permettent le passage des nerfs et vaisseaux jusqu’au derme.  

L’épaisseur de tissu adipeux varie selon les individus et selon les régions corporelles : très 

mince au niveau du front voire absent au niveau des paupières et des oreilles, elle est plus 

importante au niveau de l’abdomen ou des cuisses. 

L’hypoderme possède plusieurs fonctions : il joue tout d’abord un rôle majeur dans la 

thermorégulation de l’organisme, mais représente également une barrière physique contre les 

agressions microbiennes. Il contribue par ailleurs à fixer la peau sur les organes qu’elle 

recouvre. Enfin, il constitue une réserve d’énergie via le stockage des lipides (Alexander et al. 

2015). 

 

1.1 Les annexes cutanées 

 

Les annexes cutanées sont des structures épithéliales qui prennent racine dans le derme ou 

dans l’hypoderme. Elles regroupent différentes structures telles que les glandes sébacées et 

sudoripares, les poils et les ongles (Figure 4). 
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Figure 5. Anatomie du follicule pileux.  

Adapté de Reya and Clevers 2005. 
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Les glandes sébacées sont généralement associées aux poils, formant le follicule pilo-sébacé. 

Leur taille est inversement proportionnelle à celle du follicule pileux auquel elles sont  

rattachées. Les glandes sébacées sont des glandes exocrines dont la portion sécrétrice est 

située dans le derme. Les cellules qui la constituent, les sébocytes, produisent et excrètent le 

sébum, qui est déversé dans le conduit pilo-sébacé. Ce sébum contribue à protéger la peau 

du dessèchement  et possède également des propriétés anti-fongiques (Crickx 2005a). 

 

Les glandes sudoripares sont des glandes exocrines constituées d’une portion sécrétrice 

tubuleuse et d’un canal excréteur. On distingue 2 types de glandes sudoripares : les glandes 

eccrines et apocrines (Crickx 2005a). Les glandes sudoripares eccrines sont réparties sur 

l’ensemble de la surface de la peau et sont situées dans le derme réticulaire profond, voire 

l’hypoderme. Elles sécrètent la sueur, un liquide aqueux qui joue un rôle dans la 

thermorégulation de l’organisme et participe à sa détoxification. Leur canal excréteur traverse 

le derme puis l’épiderme et débouche à la surface de la peau au niveau d’un pore. Les glandes 

sudoripares apocrines sont systématiquement annexées à un follicule pilo-sébacé. Elles ne 

sont présentes que dans des régions bien définies de l’organisme, telles que les paupières ou 

le pubis. Leur rôle n’est pas précisément identifié. Leur portion sécrétrice est située plus 

profondément que celle des glandes eccrines dans l’hypoderme, et leur canal excréteur 

débouche dans le conduit pilo-sébacé. 

 

Le follicule pileux est constitué d’une tige pilaire, d’une gaine épithéliale et d’un muscle 

arrecteur, dont la contraction dicte l’horripilation de la tige pilaire (Prost-Squarcioni 2005). Il est 

divisé en 4 zones (Figure 5):  

- L’infundibulum est la partie supérieure, au niveau de laquelle la tige pilaire émerge à 

la surface de la peau ; 

- L’isthme est la région dans laquelle la ou les glandes sébacées s’abouchent au follicule 

pileux ; 

- Le bulge est un renflement situé sous l’insertion du muscle arrecteur du poil, qui 

contient les cellules souches du follicule pileux (Schepeler, Page, and Jensen 2014) ; 

- La racine du poil, ou région sous-isthmique, comprend la papille dermique, entourée 

de la matrice du poil et des différentes gaines du follicule pileux, les gaines épithéliales 

interne et externe. Elle est ancrée dans l’hypoderme. 

Les follicules pileux sont présents sur l’ensemble de la surface de la peau, à l’exception de 

rares zones telles que les paumes et les plantes. La croissance de la tige pilaire suit des cycles 

alternant des phases d’activité et de repos. 
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Figure 6. Représentation des différents modèles in vitro de peau en fonction de leur complexité et de leur 

intérêt pour le développement de composés thérapeutiques.  

RHE : Reconstructed Human Epidermis. D'après Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014. 
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2. Les modèles d’étude in vitro de la peau humaine 

 

Afin de pouvoir étudier les fonctions de la peau et les différentes pathologies auxquelles cet 

organe peut être sujet, différents modèles d’étude ont été développés. En effet, bien que cet 

organe soit facilement accessible, les expérimentations chez l’homme sont limitées, 

notamment pour des raisons éthiques (Lebonvallet et al. 2010).  

Il existe un grand nombre de modèles animaux, développés par exemple chez le cochon, dont 

la structure de la peau est similaire à la peau humaine (Jacobi et al. 2007; Godin and Touitou 

2007), ou chez la souris, qui est facilement disponible et manipulable en laboratoire (Godin 

and Touitou 2007). Cependant, ces différents modèles ne permettent pas de reproduire 

fidèlement les caractéristiques de la peau humaine, notamment en termes de perméabilité : 

différentes études ont en effet montré une pénétration plus importante de composés chez la 

souris que chez l’homme (Bond and Barry 1988; Roberts and Mueller 1990). Par ailleurs, 

l’utilisation de modèles animaux tend actuellement à être réduite pour des raisons éthiques, et 

a récemment fait l’objet d’une interdiction dans le cas d’études dermo-cosmétiques (Gruber 

and Hartung 2004; Fernandes et al. 2015).   

Différents modèles in vitro permettent d’étudier la peau dans un contexte entièrement humain. 

Ces modèles, de complexités différentes, ont été développés pour répondre à des questions 

et applications différentes (Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014) (Figure 6).  

 

2.1 Les cultures cellulaires en monocouche 

 

Les modèles les plus simples mimant la peau sont les cultures en monocouche de cellules, 

primaires ou provenant de lignées cellulaires. 

L’isolation de fibroblastes et de kératinocytes primaires à partir de biopsies de peau humaine 

a été mise au point il y a plusieurs décennies (Hayflick and Moorhead 1961; Rheinwald and 

Green 1975). La culture de fibroblastes permet d’étudier les mécanismes de synthèse de la 

matrice extracellulaire du derme, mais également le rôle de ces cellules dans les processus 

de cicatrisation et de vieillissement cutané. La culture de kératinocytes est généralement 

utilisée pour modéliser l’épiderme et étudier la différenciation épidermique ainsi que la 

cicatrisation (Prunieras 1979; Haase et al. 2003; Deyrieux and Wilson 2007). Elle est plus 

difficile à réaliser que la culture de fibroblastes, car ces cellules se différencient rapidement, 

perdant leur capacité de division. 

Afin d’étudier les interactions entre les différents types cellulaires et les mécanismes 

dépendant de ces interactions, des modèles de co-cultures ont également été développés. 

Les principaux modèles mis au point comprennent les co-cultures de kératinocytes et 

mélanocytes pour étudier la pigmentation de la peau (Lei et al. 2002), de kératincocytes et  
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Figure 7. Procédé de développement d'un modèle de peau reconstruite.  

Les différentes étapes nécessaires à la fabrication d’un modèle de peau reconstruite sont représentées sur le 

schéma D'après Oh et al. 2013. 
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fibroblastes permettant l’étude des interactions entre les cellules épithéliales et 

mésenchymateuses (Mujaj et al. 2010; Z. Wang et al. 2012), ou les co-cultures de 

kératinocytes et neurones pour étudier les fonctions sensorielles de la peau (Le Gall-Ianotto 

et al. 2012).  

Ces différents modèles sont également utilisés en recherche préclinique dans le cadre de tests 

de cytotoxicité, ou d’évaluation de l’effet de composés. Par exemple, des modèles de coculture 

de kératinocyte et de mélanocytes ont permis d’évaluer l’effet de stimulants mélanogéniques 

tels que la MSH (Melanocyte-Stimulating Hormone) ou la 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) 

(Lei et al. 2002). Très faciles à mettre en œuvre, ils ne reproduisent en revanche pas la 

complexité et la structure en 3 dimensions de la peau. 

 

2.2 Les modèles organotypiques 

 

Le terme de modèle organotypique englobe 2 types de modèles différents : les modèles 

reconstruits et les cultures d’explants. Ces modèles, plus complexes, permettent de reproduire 

en partie la structure et certaines fonctions normales de la peau in vivo et de maintenir les 

propriétés des cellules qui les constituent, notamment grâce à leur organisation 

tridimensionnelle. 

 

2.2.1 Les modèles reconstruits 

 

Il existe différents types de modèles reconstruits, allant de l’épiderme ou du derme seul à des 

modèles de peau reconstruite. 

Les dermes reconstruits sont obtenus en ensemençant des fibroblastes dans des matrices 

plus ou moins complexes, allant d’un simple réseau de fibres de collagène à des matrices 

commerciales développées spécifiquement pour cette application, jusqu’au derme 

désépidermisé et acellularisé, obtenu à partir d’une biopsie de peau (Oh et al. 2013; Mathes, 

Ruffner, and Graf-Hausner 2014). Ces modèles permettent d’étudier les interactions entre les 

cellules et leur matrice extracellulaire. 

Les épidermes reconstruits (RHE, Reconstructed Human Epidermis) reproduisent la 

stratification différenciée observée au sein de la peau. Ils sont obtenus en cultivant des 

kératinocytes à l’interface air-liquide (Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014) et sont utilisés 

par exemple pour tester l’efficacité et la pénétration d’agents pharmacologiques ou le potentiel 

irritant de molécules (Kandárová et al. 2009; Tornier et al. 2010; Van Gele et al. 2011). 

Les modèles de peau reconstruite combinent les 2 compartiments, le derme et l’épiderme. Ils 

sont produits en plusieurs étapes (Figure 7) : dans un premier temps, des fibroblastes sont 

ensemencés dans une matrice de la même façon que lors de la formation d’un derme  
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reconstruit. Après plusieurs jours de culture dans un milieu favorisant le développement des 

fibroblastes, des kératinocytes ou des feuillets épidermiques, séparés de biopsies de peau par 

digestion enzymatique, sont ensemencés ou déposés à la surface du derme équivalent. Le 

modèle est alors transféré dans un milieu favorisant la croissance des kératinocytes. Enfin, la 

différenciation stratifiée de l’épiderme est induite en maintenant la surface du modèle obtenu 

à l’interface air-liquide.  

Ces modèles peuvent être encore complexifiés au moyen de l’ajout d’autres types cellulaires 

durant leur formation, tels que des mélanocytes, des cellules de Langerhans dérivées d’une 

lignée cellulaire ou des macrophages, des cellules endothéliales ou des adipocytes, afin 

d’obtenir des modèles pigmentés, immunocompétents, vascularisés ou comprenant un 

hypoderme respectivement (Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014). 

Les modèles de peau reconstruite peuvent également être produits par bio-impression (V. Lee 

et al. 2014) : l’ensemencement des différents types cellulaires dans un hydrogel, généralement 

constitué d’un précurseur de collagène, se fait couche par couche de façon automatisée, à 

l’aide d’une bio-imprimante. Cette technique permet de produire des modèles avec une grande 

reproductibilité et en plus grand nombre que dans le cas d’un ensemencement manuel. 

 

Les modèles de peau reconstruite, en se rapprochant de la complexité de la peau normale, 

permettent de réaliser des tests d’efficacité de molécules in vitro avec une réponse plus proche 

de celle observée in vivo que les modèles en 2 dimensions, via leur application dans le milieu 

de culture ou bien sur la surface de la peau (Sanquer et al. 1990). De façon plus générale, ils 

permettent d’étudier à la fois les interactions cellules-matrice et cellules-cellules dans un 

environnement tridimensionnel. Dans un autre contexte, ils trouvent également des 

applications en tant que substituts de peau en médecine régénérative (Bello, Falabella, and 

Eaglstein 2001). 

Ces modèles possèdent en revanche de nombreuses limites (Lebonvallet et al. 2010; Mathes, 

Ruffner, and Graf-Hausner 2014). Ils sont d’une part longs et coûteux à mettre en 

œuvre (quelques semaines de culture dans des conditions spécifiques sont nécessaires pour 

obtenir un modèle possédant un épiderme entièrement stratifié). Ils ne se prêtent, d’autre part, 

pas à des études de la barrière cutanée ou de pénétration de composés, leur barrière étant 

plus perméable que celle de la peau normale (Schreiber et al. 2005; Schäfer-Korting et al. 

2008). Enfin, ces modèles restent artificiels et ne reproduisent pas la complexité de la peau 

normale : l’ensemble des cellules présentes dans des conditions physiologique n’y est pas 

représenté, aucun ne contient d’annexes cutanées ou de pores, qui jouent un rôle dans la 

réponse et la résistance du tissu à un stimulus extérieur, la complexité de la matrice 

extracellulaire du derme n’est pas non plus reproduite fidèlement, et l’unique diffusion passive 

du milieu de culture dans les modèles limite la pertinence des résultats obtenus pour les tests  
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Figure 8. Présentation du modèle de peau humaine ex vivo NativeSkin®.  

A. Photographie du modèle en culture.                       

B. Schéma des différents constituants du modèle.                      

C. Colorations Hématoxyline et Eosine et Trichrome de Masson réalisées à 0 et 7 jours de culture, reflétant la 

viabilité et l’intégrité de la peau ainsi que sa teneur en collagène. Données extraites du manuel d’utilisateur 

NativeSkin®. 
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d’efficacité ou de toxicité de molécules administrées par la voie systémique in vivo (Lebonvallet 

et al. 2010). 

 

2.2.2 Les explants en culture et le modèle NativeSkin® 

 

Les modèles d’explants de peau sont produits à partir de prélèvements de peau provenant 

d’opérations de chirurgie, telles que des abdominoplasties. Immédiatement après la 

récupération de ces échantillons, la peau est décontaminée, redimensionnée en biopsies de 

taille définie et dégraissée. Les explants de peau peuvent alors être mis en culture dans leur 

totalité, ou après séparation du derme et de l’épiderme selon l’application souhaitée 

(Lebonvallet et al. 2010). 

A l’inverse des modèles de peau reconstruite, ces modèles sont facilement et rapidement 

utilisables.  

Leur utilisation est en revanche dépendante du calendrier des chirurgies, et limitée aux jours 

qui suivent la récupération des prélèvements biologiques. 

 

Le modèle NativeSkin® est un modèle d’explant de peau développé et commercialisé par la 

société Genoskin. Suite à la récupération de prélèvements de peau, provenant principalement 

de plasties abdominales, la peau est dégraissée puis recoupée à l’aide d’un emporte-pièce en 

biopsies de forme circulaire. Ces explants sont ensuite intégrés dans une matrice nourricière 

semi-solide à l’intérieur d’un insert de culture, qui est déposé dans une plaque multi-puits 

(Figure 8). La surface du modèle NativeSkin® est maintenue à l’interface avec l’air, permettant 

l’application topique de composés sur le modèle. Par ailleurs, un anneau de silicone, collé à 

la périphérie des explants, délimite une zone définie de traitement topique, et permet d’éviter 

la diffusion latérale des composés appliqués. 

La caractérisation du modèle NativeSkin® a révélé la préservation de différentes 

caractéristiques d’une peau normale au cours de 7 jours de culture, telles que la structure 

histologique de l’épiderme et du derme, la teneur en collagène du derme, sa viabilité cellulaire 

et l’imperméabilité de sa barrière (De Wever, Kurdykowski, and Descargues 2015). En outre, 

les mélanocytes présents dans l’épiderme du modèle conservent leur capacité à produire de 

la mélanine après plusieurs jours de culture (Calapre et al. 2016), et des études ont révélé une 

certaine immunocompétence du modèle en culture, avec la présence de cellules de 

Langerhans dans l’épiderme et de lymphocytes T résidents dans le derme. 

Différentes études réalisées sur ce modèle ont démontré sa pertinence dans le cadre de 

l’évaluation d’effets de molécules pharmaceutiques appliquées à sa surface (Norsgaard et al. 

2014), mais également pour des études de défaut de barrière cutanée (Duracher et al. 2015), 

ou nécessitant la réalisation d’injections intradermiques (données non publiées). 
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Ce type de modèle permet ainsi de se rapprocher au mieux des conditions in vivo et d’étudier 

la réaction de la peau dans son ensemble face à différents agents de stress ou traitements 

pharmacologiques.  

 

Des limites similaires à celles observées dans les modèles de peau reconstruite sont 

cependant également associées au modèle d’explant, notamment celles liées à la culture 

statique des modèles (Lebonvallet et al. 2010; Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014). 

Pour pallier cette limite, de nouvelles stratégies tendent à être développées, avec l’utilisation 

notamment de technologies de microfluidique pour recréer un environnement dynamique 

autour du tissu (Sakolish et al. 2016).  L’application de ces techniques à la culture d’explants 

ex vivo s’est révélée pertinente pour reproduire des réactions similaires à celles observées in 

vivo lors de l’évaluation de la toxicité de composés pharmaceutiques (Abaci et al. 2015), et 

ouvre des perspectives en termes d’optimisation des recherches précliniques. 
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Figure 9. Evolution des taux d'incidence et de mortalité du mélanome. 

A. Evolution des taux annuels moyens d’incidence et de mortalité de différents cancers entre 2005 et 2012 (d’après 

les chiffres de l’Institut de Veille Sanitaire actualisés en 2015).  

B. Graphiques de l’évolution de l’incidence et de la mortalité du mélanome en France de 1980 à 2012 d’après 

rapport « Les cancers en France - 2015 » publié par l’Institut National du Cancer) 
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Partie 2 : Le mélanome, développement et approches thérapeutiques 

 

La peau peut être sujette à différentes pathologies, parmi elles différents cancers, dont 

l’incidence n’a fait que croître durant les dernières décennies. Il existe 3 types principaux de 

cancers cutanés : les carcinomes basocellulaires, les carcinomes spinocellulaires ou 

épidermoïdes, et les mélanomes. 

 

Le carcinome basocellulaire se développe à partir des kératinocytes de la couche basale de 

l’épiderme. Il représente 70% des cancers cutanés mais n’est que peu agressif : sa 

progression est lente et reste majoritairement locale, permettant son traitement par exérèse 

chirurgicale. 

Le carcinome spinocellulaire, ou épidermoïde, est également un cancer des kératinocytes. Il 

se développe à partir des couches supérieures de l’épiderme. Cette forme de cancer ne 

représente que 20% des cancers cutanés, mais est plus agressive que le carcinome 

basocellulaire, avec le développement de métastases dans 2 à 10% des cas (selon les chiffres 

de Skin Cancer Foundation, actualisés en 2012). Elle reste cependant rarement mortelle. 

 

Le mélanome est un cancer des mélanocytes. Il se classe au 19e rang des cancers les plus 

fréquents en 2012 (selon les chiffres de Globocan, International Agency for Research on 

Cancer). Bien que ne représentant que 10% des cancers de la peau, il est particulièrement 

agressif et est responsable de 75% des décès causés par un cancer de la peau. Par ailleurs, 

le mélanome est l’un des cancers dont les augmentations d’incidence et de mortalité sont les 

plus importantes depuis 1980, bien que cette croissance ralentisse depuis 2005 (Figure 9, 

d’après les chiffres de l’Institut de Veille Sanitaire actualisés en 2015)  

Il existe 4 principaux types de mélanomes cutanés (Cummins et al. 2006, Données de l'Institut 

National du Cancer) : 

- le mélanome superficiel extensif est la forme la plus fréquente de mélanome cutané 

chez les populations caucasiennes : il représente 70 à 80% des cas diagnostiqués. 

Cette forme de mélanome se développe majoritairement à partir de grains de beauté 

existants, autour d’une moyenne d’âge de 40 à 50 ans. Son apparition est liée à des 

expositions répétées et prolongées au soleil, en particulier au cours de l’enfance.  

- le mélanome nodulaire représente 15 à 30% des mélanomes. Il s’agit de la forme la 

plus agressive de mélanome cutané, qui s’étend particulièrement rapidement en  
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profondeur. Ce mélanome se développe plus tardivement que le mélanome superficiel 

extensif, et indépendamment de grains de beauté existants dans la plupart des cas.  

- le mélanome de Dubreuilh représente moins de 5% des mélanomes. C’est la forme la 

moins agressive de la pathologie, qui se développe principalement sur les zones 

particulièrement endommagées par des expositions au soleil, et atteint 

particulièrement des individus de plus de 70 ans. 

- le mélanome acro-lentigineux ne représente que 5% des cancers cutanés mais touche 

particulièrement les populations aux phototypes plus pigmentés telles que les 

populations asiatiques, hispaniques et africaines. Parmi ces populations, cette forme 

de mélanome représente 35 à 65% des cas. Le mélanome acro-lentigineux se 

développe particulièrement au niveau des paumes de mains, des plantes de pieds et 

sous les ongles. 

 

1. Facteurs de risque impliqués dans le développement du mélanome 

 

Le développement du mélanome est associé à différents facteurs de risque (Oliveria et al. 

2006; Cummins et al. 2006; Armstrong et al. 2011; Lo and Fisher 2014). 

 

1.1 Phototype cutané 

 

Le phototype constitue l’un des principaux facteurs de risques pour le développement du 

mélanome : plus le phototype cutané est clair, plus le risque de développer un mélanome est 

important. Cette observation est généralement attribuée au fait que ces phénotypes présentent 

une protection aux radiations ultraviolettes réduite.  

 

1.2 Présence de grains de beauté 

 

De façon générale, environ 30% des mélanomes se développent à partir d’un grain de beauté 

(naevus) existant.  La présence d’un nombre important de grains de beauté a été identifiée 

comme un facteur de risque, augmentant 7,6 fois le risque de développer un mélanome pour 

un individu présentant plus de 100 grains de beauté comparé  à un individu en présentant 

moins de 10 (C. Garbe et al. 1994). 
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Figure 10. Les étapes de progression du mélanome cutané.  

A. Schéma représentant les différentes phases de progression du mélanome cutané. B. et C. Photos 

macroscopiques et colorations Hématoxyline et Eosine réalisées sur des échantillons de nævus bénin (1), nævus 

dysplasique (2), phase de croissance radiale (3) et phase de croissance verticale (4). Adapté de Miller and Mihm 

2006; Shain and Bastian 2016. 
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1.3 Prédispositions génétiques 

 

L’hérédité représente également un facteur de risque important, impliqué dans environ 10% 

des cas de mélanome. Les individus présentant un parent ayant contracté un mélanome a 

50% de risques supplémentaire d’en développer un également (Cummins et al. 2006). 

Différentes mutations héréditaires ont été identifiées comme étant impliquées dans les cas de 

mélanome familiaux. Parmi celles-ci, la mutation du gène CDKN2A est la plus courante, 

retrouvée dans 25 à 40% des cas de mélanome familiaux (Hayward 2003; Aoude et al. 2015). 

Ce gène code pour 2 protéines, p16INK4A et p14ARF, ayant été identifiées comme des 

protéines suppresseur de tumeurs et intervenant dans la régulation du cycle cellulaire. 

D’autres mutations héréditaires beaucoup plus rares ont également été identifiées comme 

étant impliquées dans les cas de mélanome familiaux, telles que des mutations de CDK4, 

MITF, BAP1, du promoteur TERT ou encore du récepteur MC1R, associé à la pigmentation 

de la peau (Chin 2003; Aoude et al. 2015). 

 

1.4 Exposition aux ultraviolets 

 

Les ultraviolets, au travers de l’exposition au soleil ou l’utilisation de cabines de bronzage, 

engendrent des dommages à l’ADN au niveau de la peau. L’exposition à ces rayonnements 

représente l’un des facteurs favorisant le développement d’un mélanome : différentes études 

épidémiologiques ont révélé que des coups de soleil répétés, et particulièrement au cours de 

l’enfance, augmentent le risque de développer un mélanome (Cummins et al. 2006; Oliveria 

et al. 2006; Newton-Bishop et al. 2011). 

 

2. Développement de la pathologie 

 

2.1 Les étapes de progression du mélanome 

 

La progression du mélanome est généralement décrite comme un procédé linéaire divisé en 

5 étapes, défini pour la première fois par Clark en 1991 (W. H. Clark 1991; Hsu, Meier, and 

Herlyn 2002; Miller and Mihm 2006; Gaggioli and Sahai 2007) (Figure 10). 

Le naevus (communément appelé grain de beauté) est la première manifestation de 

prolifération aberrante des mélanocytes. La majorité des naevi est acquise durant les 20 

premières années de vie d’un individu et reste des lésions bénignes, qui ne donnent pas lieu 

au développement d’un mélanome. Certains naevi atypiques présentent un degré de dysplasie 

élevé. Seule une faible proportion d’entre eux peut représenter une lésion précurseur et donner 

lieu à un mélanome.  
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Figure 11. Les principales voies de signalisation impliquées dans le développement du mélanome.  

Schéma représentant les principales voies de signalisation dérégulées au cours du développement du mélanome. 

Les étoiles jaunes représentent les mutations les plus fréquentes. Adapté de Gray-Schopfer, Wellbrock, and Marais 

2007.  

 

 

Tableau 1. Fréquences d’occurrence des principales mutations intervenant dans le développement du 

mélanome.  

D’après Shtivelman et al. 2014. 
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La phase de croissance radiale (RGP, Radial Growth Phase) est définie comme le 

premier stade malin de la pathologie. Durant cette phase, l’invasion des mélanocytes se fait 

latéralement et principalement dans l’épiderme, bien que des  micro-invasions du derme 

puissent également être localement observées. Cette étape peut également être désignée par 

le terme de mélanome in situ (Shain and Bastian 2016). 

 Durant la phase de croissance verticale (VGP, Vertical Growth Phase), ou mélanome 

invasif, les cellules tumorales envahissent les couches plus superficielles de l’épiderme ainsi  

que le derme et le tissu sous-cutané. La transition vers cette phase est associée à 

l’augmentation de la vascularisation des lésions et l’acquisition d’un potentiel métastatique 

(Gaggioli and Sahai 2007). 

 Enfin, durant la dernière phase de croissance métastatique, les cellules se disséminent 

au-delà du site de la tumeur primaire et colonisent d’autres tissus. Les premières métastases 

apparaissent au niveau des ganglions lymphatiques avant d’envahir plus tardivement d’autres 

sites de la peau et des organes distants tels que les poumons, le foie ou le cerveau. 

 

Le développement du mélanome par chacune de ces phases n’est pas systématique, et son 

schéma de progression peut être associé à son type (Gray-Schopfer, Wellbrock, and Marais 

2007; Shain and Bastian 2016) : 

- dans le cas d’un mélanome lié à une exposition chronique au soleil, le mélanome in 

situ se développe directement à partir de mélanocytes isolés sans être associé à une 

lésion précurseur telle qu’un naevus ; 

- le mélanome nodulaire apparaît généralement soudainement et n’est associé à aucune 

lésion précurseur, présentant immédiatement un caractère invasif.  

- environ 4% des mélanomes se caractérisent par l’apparition de métastases sans 

qu’aucune tumeur primaire ne soit identifiée. 

 

2.2 Voies de signalisation cellulaire impliquées dans le développement du 

mélanome 

 

Différentes voies de signalisation sont dérégulées dans le mélanome au-travers de la 

surexpression ou de l’inhibition de l’expression de certains de leurs effecteurs (Figure 11). 

Ces mutations génétiques ou modifications épigénétiques contribuent au développement de 

la pathologie. Les principales voies dérégulées dans le cas du mélanome sont impliquées dans 

le contrôle de la prolifération cellulaire, l’apoptose et la sénescence. Ces voies et les 

principales mutations responsables de leur dérégulation dans le cas du mélanome sont 

résumées dans le Tableau 1. 
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2.2.1 La voie des MAPK 

 

La voie des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) est située en aval d’un récepteur 

tyrosine kinase (RTK) et suit une cascade d’activation RAS/RAF/MEK/ERK. Elle est impliquée 

dans le contrôle de la survie et de la prolifération cellulaires. La signalisation par cette voie 

joue un rôle particulièrement important dans le développement du mélanome : elle est en effet 

hyperactivée dans 90% des cas (Shtivelman et al. 2014). Cette activation est liée à différentes 

mutations, qui conduisent à l’activation constitutive de la voie et la perte du contrôle de la 

prolifération cellulaire. 

Les mutations de BRAF, codant pour une sérine / thréonine kinase impliquée dans la voie, 

sont les plus récurrentes (Figure 11) : elles sont retrouvées dans 50 à 70% des mélanomes. 

Parmi ces mutations, la substitution d’un acide glutamique par une valine à la position 600 

(V600E) est la plus commune, et elle est majoritairement retrouvée dans les mélanomes se 

développant sur des régions non exposées au soleil de façon chronique (Shain and Bastian 

2016). D’autres mutations de BRAF existent, (par exemple V600K, K601E, …) et sont 

associées à des lésions se développant sur des zones exposées au soleil de façon chronique. 

Les mutations de BRAF sont également présentes dans des naevi bénins, suggérant qu’elles 

interviennent précocement dans le développement du mélanome, mais ne suffisent pas à elles 

seules à sa progression (Poynter et al. 2006). 

Une autre mutation communément retrouvée dans la voie  est la mutation de NRAS, dans 15 

à 30% des mélanomes. Les mutations de NRAS et BRAF sont mutuellement exclusives. 

 

2.2.2 La voie PI(3)K 

 

La voie des Phosphoinositide 3-kinase (PI(3)K) est également située en aval d’un récepteur 

RTK. Sa signalisation est impliquée dans la régulation de la survie et de la prolifération 

cellulaires, mais également de la motilité des cellules (Gray-Schopfer, Wellbrock, and Marais 

2007). Cette voie est fréquemment hyperactivée dans les phases les plus tardives du 

développement du mélanome (Vredeveld et al. 2012). Différentes mutations et modifications 

épigénétiques en sont à l’origine : la perte de fonction du suppresseur de tumeur PTEN, 

partagée par 25 à 30% des mélanomes, ou encore la surexpression de la protéine kinase B 

(PKB / AKT) dans 60% des mélanomes, sont les plus courantes. 

Les mutations de NRAS et PTEN sont exclusives, tandis que d’autres mutations peuvent être 

cumulées, telles que celles de BRAF et PTEN, dans environ 20% des cas de mélanome. 
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2.2.3 Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) 

 

Des mutations affectant les récepteurs RTK en amont des voies MAPK et PI(3)K ont été 

également identifiées de façon moins courante dans le cas du mélanome cutané, conduisant 

à une activation de ces voies de signalisation (Damsky, Theodosakis, and Bosenberg 2014; 

Shtivelman et al. 2014). Les plus courantes touchent des récepteurs de facteurs de croissance 

tels que c-Kit et MET, qui sont hyperactivés, ou NF1, un inhibiteur de la voie des MAPK, qui 

est inactivé (Lo and Fisher 2014; Shtivelman et al. 2014). 

 

2.2.4 La voie p53 

 

La voie p53 est impliquée dans le contrôle de l’apoptose et le contrôle du cycle cellulaire. 

Fréquemment mutée dans d’autres cancers, elle ne l’est que dans 19% des tumeurs de 

mélanomes (Hodis et al. 2012). 

La principale mutation responsable de l’inactivation de cette voie est l’amplification de MDM4, 

une protéine induisant la dégradation et l’inactivation de p53, dans 65% des cas.  

Des délétions du locus CDKN2A sont par ailleurs associées à 16 à 41% des mélanomes, 

entraînant l’inhibition de la transcription du gène suppresseur de tumeur p14ARF et l’inhibition 

de l’expression de TP53.  

Enfin, le gène codant pour la protéine p53 est également muté dans 10 à 20% des cas. 

 

2.2.5 La voie Wnt/ß-caténine 

 

La voie de signalisation Wnt est activée dans un tiers des mélanomes, comme l’indique 

l’accumulation de ß-caténine dans le noyau des cellules (Lo and Fisher 2014). Cette voie 

canonique est impliquée dans la prolifération, la migration et la différenciation cellulaires, et 

pourrait jouer un rôle dans l’invasion des cellules de mélanome (Shtivelman et al. 2014). 

Le facteur de transcription MITF, impliqué dans la différenciation des mélanocytes, est un des 

effecteurs de la voie Wnt. Son expression est amplifiée dans environ 20% des mélanomes et 

son niveau d’expression semble être inversement proportionnel à la survie des patients. 

Cependant, son rôle exact n’est pas encore compris dans le développement du mélanome 

(Palmieri et al. 2009). 

 

Outre ces différentes voies de signalisation, des mutations sont très fréquemment observées 

au niveau de régions régulatrices de l’activité de la télomérase (Shtivelman et al. 2014). Celles-

ci, présentes dans 33% de tumeurs primaires et 85% de tumeurs métastatiques  
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Figure 12. Les différents stades cliniques de progression du mélanome.  

Le stade de progression est défini en fonction de critères cliniques basés sur la profondeur de la tumeur, la présence 

de métastases au niveau des ganglions lymphatiques et de métastases distantes. 

Adapté de www.cancerresearchuk.org/about-cancer/type/melanoma/treatment/stages-of-melanoma et Garbe et al. 

2010.  

 

 

 

 

 

Tableau 2. Taux de survie à 5 ans associés au stade de progression au moment du diagnostic.  

D’après Svedman et al. 2016. 

 

 

  

http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/type/melanoma/treatment/stages-of-melanoma
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(Horn et al. 2013), entraînent une augmentation de la transcription des gènes en aval du 

promoteur TERT, et ainsi une perte de la sénescence des cellules cancéreuses.  

De nombreuses autres voies de signalisation peuvent être également dérégulées durant le 

développement du mélanome, à des fréquences cependant plus faibles que les principales 

voies détaillées ci-dessus (Shtivelman et al. 2014). 

 

3. Traitement du mélanome 

 

En clinique, différents systèmes de classification permettent d’identifier le stade de 

développement de la tumeur et d’associer à chacun un pronostic (Claus Garbe et al. 2010). 

Ces systèmes reposent sur différents critères :  

- les caractéristiques de la tumeur primaire, notamment son épaisseur (indice de 

Breslow) et son degré d’ulcération ; 

- la présence de métastases au niveau des ganglions lymphatiques, et notamment le 

nombre de ganglions touchés et le type de métastases (micro- ou macrométastases) ; 

- l’existence de métastases distantes, caractérisée par le type de tissu envahi. 

4 stades de progression du mélanome sont définis à partir de ces différents critères (Figure 

12) :  

- les stades I et II correspondent au stade de mélanome in situ, décrit dans la section 

précédente, avec des indices de Breslow plus ou moins importants ; 

- le stade III correspond au stade de mélanome invasif, avec invasion plus ou moins 

importante des ganglions lymphatiques ; 

- le stade IV correspond au stade de mélanome métastatique, avec présence de 

métastases dans les organes distants. 

 

Un pronostic de la survie des patients peut être établi à partir du stade de progression du 

mélanome au moment de son diagnostic (Tableau 2). Les stades I et II sont associés à de 

bons pronostics, avec respectivement 95-100% et 65-92% de survie à 5 ans. 90% des 

mélanomes sont diagnostiqués durant ces premiers stades (Tsao, Atkins, and Sober 2004). 

L’espérance de vie à 5 ans des patients diagnostiqués avec un mélanome de stade III est 

comprise entre 41 et 71%, tandis que celle des patients diagnostiqués avec un mélanome de 

stade IV est d’environ 19% (Svedman et al. 2016). 

La stratégie de traitement du mélanome dépend de son stade de progression au moment de 

son diagnostic. 
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Figure 13. Evolution des traitements approuvés par la FDA pour le mélanome métastatique.  

Entre 1976 et 2011, la chimiothérapie basée sur la dacarbazine et l’immunothérapie avec de hautes doses d’IL-2 

étaient les seuls traitements approuvés par la FDA pour le traitement du mélanome métastatique. Le nombre 

d’agents approuvés a plus que triplé au cours des 5 dernières années, avec l’approbation de différentes 

immunothérapies et thérapies ciblées. D’après Lo and Fisher 2014. 
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3.1 Traitement des mélanomes de stades I à III 

 

Le traitement des mélanomes de stades I à III repose tout d’abord sur l’exérèse chirurgicale 

de la lésion, entourée d’une marge de tissu sain de largeur déterminée en fonction de l’indice 

de Breslow de la tumeur.  

L’exérèse du ganglion sentinelle peut également être pratiquée dans le cas d’une tumeur 

profonde. En cas de détection de métastases, le curage total des ganglions lymphatiques 

localisés dans la zone de drainage de la tumeur primaire est réalisé (Claus Garbe et al. 2010). 

  

Dans le cas des mélanomes de stades II avancés et III, présentant un haut risque de rechute, 

l’immunothérapie est utilisée en complément de la chirurgie en tant que thérapie adjuvante. 

L’injection de l’interféron alpha 2b (IFN)  est un traitement approuvé par la FDA  pour les stades 

II et III. Il s’agit d’une immunothérapie non spécifique, visant à stimuler le système immunitaire 

du patient. Utilisé à fortes doses, il permet d’allonger la durée de vie des patients, sans 

toutefois améliorer leur survie globale. Il présente par ailleurs une toxicité élevée (Claus Garbe 

et al. 2011). 

 

3.2 Traitement des mélanomes de stade IV 

 

Le mélanome est associé à un mauvais pronostic s’il est métastatique au moment de sa 

détection : seulement 16% des patients survivent plus de 5 ans (Freeman-Keller et al. 2016). 

Pendant des décennies, les traitements de référence du mélanome métastatique ont reposé 

sur la chimiothérapie et l’immunothérapie avec l’interleukine 2. Les réponses à ces différents 

traitements restent cependant limitées. 

Depuis quelques années, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été développées dans 

les domaines de l’immunothérapie et de la thérapie ciblée, permettant d’améliorer la survie 

des patients (Figure 13). 

 

3.2.1 La chimiothérapie 

 

La chimiothérapie repose sur l’utilisation d’agents cytotoxiques pour inhiber de façon non 

spécifique la prolifération des cellules saines et cancéreuses. Le principal agent 

chimiothérapeutique utilisé dans le cas du mélanome est la dacarbazine. Cet agent alkylant 

est le seul composé approuvé par la FDA pour cette pathologie (Shah and Dronca 2014). Le 

taux de réponse objective à ce traitement est de 12%, avec un taux de réponse à long terme 

de seulement 1 à 2% (Claus Garbe et al. 2011).  
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Le temozolomide est un analogue de la dacarbazine. Des études de phase III ont révélé une 

efficacité comparable à celle de la dacarbazine avec une toxicité moindre (Middleton et al. 

2000). Bien que ce traitement ne soit pas approuvé par la FDA, il est utilisé comme thérapie 

dans le cas du mélanome. 

De nombreux autres composés chimiothérapeutiques ont été testés dans le cas du mélanome, 

tels que différents nitrosourées (lomustine, fotemustine), des analogues de platine 

(carboplatine et cisplatine), des alkaloïdes et des taxanes (placlitaxel, docetaxel). Ces 

composés, administrés seuls ou combinés, ont révélé des activités anti tumorales mais 

n’apportent pas de meilleurs résultats que la dacarbazine en termes de survie globale (Claus 

Garbe et al. 2011).  

La chimiothérapie reste donc un soin palliatif dans le cas du mélanome métastatique. 

 

3.2.2 L’immunothérapie 

 

 L’interleukine-2 

L’interleukine 2 (IL-2) est la première immunothérapie développée dans le cas du mélanome 

approuvée par la FDA. L’administration à fortes doses de cet immunomodulateur non 

spécifique a permis d’obtenir un taux de réponse de 16% dans des essais cliniques de phase 

II, et une réponse complète à long-terme pour 5% des patients (Claus Garbe et al. 2011). Cette 

thérapie ne permet toutefois pas d’améliorer la survie globale des patients et est associée à 

une toxicité sévère. 

Des stratégies de biochimiothérapies, basées sur la combinaison d’agents 

chimiothérapeutiques et d’IL-2 ou d’interféron alpha, ont également été testées mais n’ont pas 

permis d’améliorer la survie des patients de façon significative (Claus Garbe et al. 2011). 

 

 Les anticorps monoclonaux anti CTLA-4 et PD-1 

Plus récemment, des approches d’immunothérapie basée sur l’inhibition des points de contrôle 

de la réponse immunitaire ont été développées, pour empêcher l’inhibition de l’activation des 

cellules T et ainsi permettre de maintenir des réponses immunitaires face aux antigènes des 

cellules tumorales (Shah and Dronca 2014; Lo and Fisher 2014).  

L’activation des cellules T repose sur la combinaison de 2 facteurs co-stimulants : la 

reconnaissance d’un antigène à la surface des cellules cancéreuses d’une part et une 

interaction entre la cellule T et la cellule cancéreuse d’autre part. Ce mécanisme est inhibé par 

compétition par CTLA-4 et PD-1, deux récepteurs présents à la surface des cellules T qui 

reconnaissent également les antigènes présents à la surface des cellules cancéreuses et 

modulent la réponse immunitaire.   
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Figure 14. Principe de l'immunothérapie avec des anticorps monoclonaux.  

A. L’activation des cellules T nécessite une co-stimulation positive. B. CTLA-4 est un inhibiteur de l’activation des 

cellules T. Les inhibiteurs de CTLA-4 empêchent l’interaction entre CTLA-4 et son ligand, B7, augmentant 

l’activation et la prolifération des cellules T. C. La reconnaissance du récepteur PD-1 par le ligand PD-L1, exprimé 

à la surface des cellules tumorales, entraîne la suppression des cellules T. Les anticorps anti-PD-1 bloquent ces 

interactions et réactivent la réponse des cellules T contre la tumeur. APC : Antigen-Presenting Cell. D’après Shah 

and Dronca 2014. 

 

 

Figure 15. Composés thérapeutiques ciblant les effecteurs dérégulés dans le mélanome.  

Les thérapies ciblées reposent sur le développement d’inhibiteurs (en rouge sur le schéma) ciblant spécifiquement 

les effecteurs des voies dérégulées dans le mélanome. Adapté de Gray-Schopfer, Wellbrock, and Marais 2007 et 

Shtivelman et al. 2014.  
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Des anticorps monoclonaux dirigés contre CTLA-4 (ipilimumab, tremelimumab) et PD-1 

(pembrolizumab, nivolumab) ont été développés pour bloquer les interactions de ces 

récepteurs avec les antigènes des cellules cancéreuses et ainsi empêcher l’inhibition de 

l’activation des cellules T (Figure 14). 

Les thérapies basées sur l’utilisation de ces anticorps se sont révélées particulièrement 

efficaces, avec des taux de réponse objective de l’ordre de 10% pour l’ipilumumab et de 28% 

pour le nivolumab (Freeman-Keller et al. 2016), et des réponses durables (Hodi et al. 2010). 

Des effets secondaires sont observés, mais restent réversibles et moins importants que ceux 

observés lors du traitement avec l’IL-2 (Lo and Fisher 2014). 

Les anticorps dirigés contre PD-1 s’avèrent particulièrement efficace, et de nouvelles 

immunothérapies basées sur le blocage de ce récepteur sont en cours de développement 

(Freeman-Keller et al. 2016). 

 

 Les thérapies ciblées 

Une avancée majeure dans le traitement du mélanome métastatique repose sur le 

développement de thérapies ciblant les effecteurs des voies de signalisation particulièrement 

mutées et/ou dérégulées dans le cas du mélanome. Au cours des dernières années, un 

nombre important de stratégies a été développé pour cibler les différents effecteurs de ces 

voies (Shtivelman et al. 2014) (Figure 15).  

Comme évoqué précédemment, la voie des MAPK est particulièrement fréquemment 

dérégulée dans le cas du mélanome. De nombreux inhibiteurs ont été développés pour cibler 

les différents effecteurs de cette voie, notamment dans le cas de mutations de BRAF V600. 

Le vemurafenib (PLX4032), un inhibiteur de la kinase B-Raf, permet d’améliorer la survie des 

patients porteurs de la mutation V600E avec un taux de réponse de 48% (Chapman et al. 

2011). Le dabrafenib (PLX4720) est un autre inhibiteur de B-Raf. Les essais cliniques conduits 

sur cette molécule ont montré un taux de réponse de 59% chez les patients portant les 

mutations V600E/K, et 7% de réponses totales (Ascierto et al. 2013).  

Des inhibiteurs de MEK ont également été développés, tels que le trametinib, qui a montré 

des résultats positifs sur l’amélioration de la survie générale et de la survie sans progression 

chez des patients porteurs de mutations BRAF V600E ou K (Flaherty et al. 2012).  

Différents inhibiteurs de récepteurs à tyrosine kinase (imatinib), de NRAS (tipifarnib, 

lonafarnib) ou de la voie PI3K/AKT (perifosine, temsirolimus) ont été développés, mais aucun 

d’eux n’a jusqu’à présent montré d’efficacité ou de réponse objective en tant que monothérapie 

(Ernst et al. 2005; Fecher et al. 2007; Eggermont and Robert 2011; Shtivelman et al. 2014). 
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Figure 16. Amélioration de la survie des patients traités avec des thérapies ciblées. 

A. Courbes de survie globale de patients pendant traitement au vemurafenib ou à la dacarbazine durant des essais 

cliniques de phase III. Tiré de Chapman et al. 2011.  

B. Courbes de survie globale des patients pendant traitement au vemurafenib ou avec une combinaison du 

dabrafenib, un inhibiteur de BRAF, et du trametinib, un inhibiteur de MEK, durant des essais cliniques de phase III. 

D’après Robert et al. 2015. 
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Le développement des thérapies ciblées s’est révélé particulièrement efficace et encourageant 

dans le traitement du mélanome : le vemurafenib a permis d’améliorer la survie globale des 

patients porteurs de la mutation BRAFV600 (84% contre 63% après 6 mois) ainsi que leur survie 

sans progression par rapport à la dacarbazine (Figure 16.A) (Chapman et al. 2011). Des 

résultats similaires ont été obtenus avec le dabrafenib (Hauschild et al. 2012). Cependant, 

l’efficacité de ces thérapies est limitée aux patients porteurs de mutation de BRAF V600, et ne 

produisent pas d’effets durables : des mécanismes de résistance à ces différentes drogues 

sont systématiquement observés après plusieurs mois de thérapie (Lo and Fisher 2014).  

Ces mécanismes de résistances peuvent être intrinsèques et prédits, ou acquis au cours du 

traitement initial. Parmi ces mécanismes, l’expression de BCL2A1, de la cycline D1 et la perte 

de PTEN semblent être impliqués dans la résistance intrinsèque aux inhibiteurs de la voie des  

MAPK (Paraiso et al. 2011; Haq et al. 2013; Lo and Fisher 2014). Les phénomènes de 

résistances acquises sont également très souvent liés à la réactivation de la voie des MAPK 

ou à l’activation de la voie PI3K, au-travers de mutations de MEK, de la perte de NF1 ou de 

mutations de NRAS ou de RTK (Nazarian et al. 2010). 

Face à ces résistances, des stratégies reposant sur la combinaison d’inhibiteurs de RAF et 

MEK, ou de RAF et NRAS sont en cours d’étude et permettent d’améliorer la survie globale 

des patients (Figure 16.B). Cependant, ils ne permettent jusqu’à présent pas d’empêcher le 

développement de résistances et la rechute des patients de façon durable (Flaherty et al. 2012; 

Robert et al. 2015). 
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Figure 17. Les différents modèles d'étude préclinique.  

Ce schéma reprend les principaux modèles d’étude précliniques du existants et utilisés pour étudier le mélanome. 

GEMM : Genitically Engineered Mouse. Adapté de de Jong, Essers, and van Weerden 2014. 
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Partie 3 : Les modèles d’étude précliniques du mélanome 

 

Pour développer des solutions permettant de dépasser les limites actuelles des traitements 

sur le court-terme, l’élargissement des connaissances globales de la biologie du mélanome 

est indispensable. 

Le développement de nouvelles stratégies nécessite l’utilisation de modèles d’étude 

précliniques fiables, permettant d’acquérir à la fois une meilleure compréhension des 

mécanismes impliqués dans la résistance aux traitements thérapeutiques et une bonne 

prédictibilité de la réponse à ces traitements avant leur passage en phase de recherche 

clinique. 

Pour cela, des modèles reproduisant le plus fidèlement possible le développement du 

mélanome sont nécessaires. Différents modèles ont été développés et sont utilisés pour 

étudier le mélanome (Figure 17). Ces modèles in vitro et in vivo, de degrés de complexité 

différents, reproduisent avec plus ou moins de fidélité les différentes composantes impliquées 

dans le développement du mélanome. 

 

1. Les modèles in vitro 

 

1.1 Les cultures cellulaires en deux dimensions 

 

La culture de cellules en monocouche représente le modèle le plus simple pour étudier le 

mélanome. 

Un nombre particulièrement important de lignées cellulaires de mélanome a été établi par 

différents laboratoires, à partir de prélèvements de tumeurs primaires, telle que la lignée WM-

115 par exemple, ou de métastases, telles que les lignées WM-266-4 et A375. On recense 

ainsi plus de 5000 lignées de mélanomes établies, dont 200 caractérisées en termes de 

mutations génétiques, d’expression génique et de propriétés biologiques (M. Herlyn and 

Fukunaga-Kalabis 2010).  

Les cultures cellulaires en deux dimensions sont des modèles faciles à produire et ont été 

développées pour permettre de réaliser rapidement des criblages de drogues (Eagle and Foley 

1958; Hickman et al. 2014). Dans le cas du mélanome, ce type de modèle a également permis 

d’expliquer l’activité spécifique du vemurafenib sur les mélanomes présentant une mutation 

de BRAF (Poulikakos et al. 2010; Hatzivassiliou et al. 2010), et de mettre en évidence et 

comprendre des mécanismes de résistance (Nazarian et al. 2010).  

Différents tests d’invasion et de migration, tels que la chambre de Boyden, ont également été 

développés à partir de ces modèles pour évaluer le potentiel métastatique de cellules 

cancéreuses ou l’effet de différents facteurs sur ces critères 
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Figure 18. Caractéristiques du modèle du sphéroïde multicellulaire.  

A. Images en lumière transmise d’un sphéroïde de WM-266-4 après 4 et 7 jours de culture. B. Images en 

fluorescence de coupes à congélation de sphéroïdes de WM-266-4 après 4 et 7 jours de culture. L’incorporation 

d’EdU (vert) montre les cellules prolifératives, l’immunomarquage de la Parp-clivée (rouge) montre les cellules 

apoptotiques, et la contre-coloration au DAPI (bleu) indique les noyaux. Barres d’échelle : 100 µm. C. 

Combinaison d’images analytiques de de sections de sphéroïdes étudiées avec différentes technologies, reflétant 

les différentes caractéristiques de l’hétérogénéité cellulaire du modèle. D’après Hirschhaeuser et al. 2010.  
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 (Stahl and Mueller 1994; Tsuji et al. 2002). Une étude a par exemple montré que des facteurs 

produits par des cellules de l’épiderme telles que la laminine-5 ou l’intégrine α-3-β-1 induisaient 

une augmentation de la motilité des cellules tumorales dérivées de mélanome métastatique 

(Tsuji et al. 2002). 

Ces modèles présentent cependant de nombreuses limites : les conditions de culture de ces 

cellules, sur un support rigide et dans des milieux définis, sont éloignées de leur contexte 

physiologique. Les cellules sont dissociées de leur microenvironnement, les interactions 

cellules-cellules et avec d’autres types cellulaires sont limitées, conduisant ces modèles à 

développer des caractéristiques propres, éloignées de leurs caractéristiques originelles (M. 

Herlyn and Fukunaga-Kalabis 2010; Hickman et al. 2014). 

Pour ces différentes raisons, ces modèles sont souvent peu prédictifs de l’efficacité de drogues 

en conditions cliniques. 

 

1.2 Les modèles cellulaires en trois dimensions 

 

Afin de se rapprocher des conditions dans lesquelles les tumeurs se développent dans leur 

environnement, des modèles en trois dimensions se sont développés. Ces modèles, de 

différentes natures, permettent de reproduire l’organisation tridimensionnelle et les 

caractéristiques d’une tumeur, ou même  d’intégrer cette tumeur à un microenvironnement, 

afin d’étudier son évolution dans un système tendant à se rapprocher de celui dans lequel elle 

se développe in vivo. 

 

1.2.1 Le modèle du sphéroïde multicellulaire 

 

Le modèle du sphéroïde multicellulaire est actuellement admis comme reproduisant 

l’architecture tri-dimensionnelle et les interactions cellulaires d’un micro-domaine tumoral et 

son intérêt en pharmacologie anti-tumorale a été démontré par de nombreuses publications 

(pour revue Hirschhaeuser et al. 2010). 

Ce modèle reproduit différentes caractéristiques de l’architecture d’une tumeur in 

vivo (Hirschhaeuser et al. 2010) (Figure 18) : au cours de sa croissance, des gradients 

décroissants d’oxygène et de nutriments se mettent en place de sa périphérie vers le centre. 

La mise en place de ces différents gradients entraîne le développement d’une hétérogénéité 

au sein du sphéroïde, se manifestant par la mise en place d’un gradient de prolifération au 

sein du sphéroïde au cours de sa culture : les cellules prolifératives se concentrent à la 

périphérie de la structure, là où l’accessibilité en oxygène et nutriments est la plus importante. 

Le nombre de cellules prolifératives diminue avec la profondeur tandis qu’à l’inverse, la 

proportion de cellules quiescentes augmente. Au centre du sphéroïde, les cellules ayant le  
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moins accès à l’oxygène et aux nutriments entrent dans un processus de mort cellulaire, 

entraînant l’apparition d’un cœur nécrotique. Selon le type cellulaire à partir duquel le 

sphéroïde est produit, l’organisation de sa structure peut varier, et les distances à la périphérie 

à partir desquelles ces différentes zones apparaissent peuvent différer. 

Par ailleurs, ce modèle permet également de reproduire les interactions cellules-cellules en 3 

dimensions : ce sont les jonctions intercellulaires qui participent majoritairement à la cohésion 

des sphéroïdes (Ivascu and Kubbies 2007). 

L’organisation du modèle permet donc de reproduire l’hétérogénéité tumorale trouvée in vivo 

dans une microtumeur ou des micro-métastases.  

 

Le sphéroïde multicellulaire est couramment utilisé en pharmacologie anti-tumorale et permet 

d’apporter une meilleure prédictibilité de l’effet d’agents thérapeutiques que les modèles 

cultivés en 2 dimensions, en reproduisant des mécanismes de résistance liés à l’hétérogénéité 

de la tumeur (Haass et al. 2008). Le modèle du sphéroïde a été utilisé dans le cadre de 

l’évaluation préclinique de l’efficacité du vemurafenib et a permis de prédire les effets de cette 

molécule observés sur modèles in vivo et durant les essais de phases cliniques II et III (Tsai 

et al. 2008; J. T. Lee et al. 2010; Bollag et al. 2010).  

La simplicité des conditions de culture de ce modèle et la reproductibilité avec laquelle il peut 

être produit à partir d’une lignée cellulaire en font de nos jours un modèle de choix pour le 

criblage à haut débit d’agents pharmacologiques ou de banques de molécules (Vinci et al. 

2012; Sirenko et al. 2015). 

Cependant, ce modèle à lui seul ne permet pas d’étudier l’évolution de la tumeur dans le 

microenvironnement que constitue le tissu environnant et ne reproduit pas les interactions 

entre cellules tumorales et cellules saines. Ces interactions jouent pourtant un rôle majeur 

dans le développement de la micro-tumeur (Thoma et al. 2014). 

 

1.2.2 Les modèles organotypiques de mélanome 

 

Afin de pouvoir étudier in vitro le développement de la tumeur dans son microenvironnement, 

différentes stratégies ont été développées, basées sur la modélisation plus ou moins complète 

d’un microenvironnement autour des cellules tumorales. Dans le cas du mélanome, les 

cellules tumorales, organisées en sphéroïde ou non, sont associées à des modèles de peau 

reconstruite de complexité plus ou moins élevée. 

De façon très simple, le modèle du sphéroïde multicellulaire a tout d’abord été enrobé et cultivé 

dans des matrices de complexités différentes. Des études menées sur des sphéroïdes issus 

de lignées cellulaires de mélanome de différentes origines ont mis en évidence des profils de 

croissance et d’invasion différents et corrélés à la phase de développement de la pathologie à  
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Figure 19. Etude du développement du mélanome dans des modèles organotypiques.  

A. Des lignées cellulaires de mélanome établies à partir de tumeurs en phase de croissance radiale (RGP), verticale 

(VGP) ou métastatique (MM) ensemencées dans des peaux reconstruites reproduisent les caractéristiques du 

développement du mélanome en terme de localisation après 17 jours de culture. B. Un sphéroïde de cellules de 

mélanome métastatique a également été ensemencé dans un modèle de peau reconstruite et présente une 

structure (coloration H&E) et des gradients de prolifération (Ki67) et d’apoptose  (TUNEL) à ceux trouvés dans une 

tumeur. Barres d’échelle 200 µm. D’après Vörsmann et al. 2013. 
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partir de laquelle les lignées avaient été établies : les lignées dérivées d’une tumeur en phase 

de croissance radiale présentent un phénotype peu invasif, tandis que des lignées établies à 

partir d’un mélanome métastatique envahissent rapidement leur microenvironnement 

lorsqu’elles sont cultivées dans un gel de collagène (Smalley et al. 2006).De la même façon, 

il a été montré que les contraintes mécaniques générées par la matrice extracellulaire, et 

notamment son élasticité, pouvaient avoir un impact sur la réponse aux traitements de cellules 

de lignées de mélanome (Tokuda, Leight, and Anseth 2014). Il a ainsi été montré que la 

sensibilité au vemurafenib des cellules de la lignée WM35, dérivée d’une tumeur en phase de 

croissance radiale, étaient plus sensibles au vemurafenib sur un substrat élastique que rigide. 

A l’inverse, la sensibilité d’une lignée dérivée d’un mélanome métastatique s’est avérée 

indépendante de l’élasticité de la matrice dans laquelle les cellules étaient cultivées. 

Par ailleurs, des modèles plus complexes ont été développés en incorporant des cellules de 

lignées de mélanome dans des modèles de peau reconstruite reproduisant les 2 

compartiments de la peau (Meier et al. 2000; Eves et al. 2000; Beaumont, Mohana-Kumaran, 

and Haass 2013). Dans ces modèles, les cellules de mélanome reproduisent les 

caractéristiques du développement de la pathologie in vivo (Figure 19.A): tandis que les 

cellules de lignées établies à partir d’une tumeur en phase de croissance radiale prolifèrent 

sous forme d’amas dans l’épiderme, les cellules provenant d’une tumeur en phase de 

croissance verticale envahissent rapidement le derme des peaux reconstruites. Ce type de 

modèle a par exemple été utilisé pour étudier l’impact d’un microenvironnement blessé et 

inflammé sur l’évolution des cellules tumorales (Marques and MacNeil 2016), ou afin d’étudier 

le rôle de facteurs de croissance sur la progression du mélanome (Meier et al. 2000).  

Des études ont également été conduites sur ce type de modèle afin de valider l’effet et la 

toxicité de composés thérapeutiques tels que des inhibiteurs de BRAF (Beaumont, Mohana-

Kumaran, and Haass 2013) ou la combinaison d’inhibiteurs de la voie MAPK et de AKT (Meier 

et al. 2007). 

Un modèle organotypique de mélanome in vitro est également commercialisé par la société 

MatTek. Dans ce modèle, des cellules de mélanome humain de la lignée A375, dérivée d’un 

mélanome métastatique, sont ensemencées dans une peau reconstruite formée à partir de 

fibroblastes humains dermiques cultivés dans une matrice de collagène et de kératinocytes 

différenciés pour reformer un épiderme complet. Le tissu obtenu reproduit de façon 

reproductible le phénotype des différentes phases de croissance radiale, verticale et 

métastatique du mélanome.  

Récemment, un modèle a été développé à partir de sphéroïdes de lignées de mélanome 

intégrés dans une peau reconstruite (Figure 19.B) (Vörsmann et al. 2013). Dans ce modèle, 

les sphéroïdes s’intègrent dans l’épiderme ou le derme des peaux reconstruites selon s’ils sont 

formés à partir de lignées établies à partir des phases de croissance radiale, verticale ou  
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métastatique : les sphéroïdes de lignées cellulaires dérivées des phases de croissance radiale 

et verticale se développent dans une région proche de la jonction dermo-épidermique, tandis 

que les sphéroïdes dérivés de tumeurs métastatiques se développent dans le derme des 

modèles. Par ailleurs, un gradient de prolifération est établi et conservé au sein de ces 

sphéroïdes, témoignant de leur hétérogénéité cellulaire. Ce modèle a été utilisé pour évaluer 

l’effet de traitements chimiothérapeutiques tels que le cisplatine, en monothérapie ou combiné 

à un traitement aux ultraviolets B ou TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing 

ligand), sur la viabilité des cellules tumorales. Les résultats obtenus ont mis en évidence une 

résistance plus importante aux traitements dans ce modèle par rapport à une étude sur cellules 

en 2D, confirmant la pertinence du modèle pour se rapprocher de conditions in vivo.  

Enfin, un modèle intégrant une microvascularisation des substituts de peau a récemment été 

développé (Gibot et al. 2013). Outre la reproduction des différentes phases de développement 

du mélanome, le potentiel angiogénique d’une lignée métastatique agressive a pu être évalué, 

au-travers de la production de VEGF. 

 

De façon générale, les modèles organotypiques permettent d’étudier la biologie du mélanome 

et la réponse à des molécules pharmacologiques durant les premiers stades de 

développement de la pathologie. Ces modèles peuvent être généralement cultivés durant une 

vingtaine de jours.  

Ces modèles possèdent cependant différentes limites. A l’inverse du modèle de sphéroïde 

multicellulaire isolé, ces modèles sont complexes à mettre en œuvre et requièrent une certaine 

technicité (Beaumont, Mohana-Kumaran, and Haass 2013). Par ailleurs, ces modèles ne 

reproduisent pas toute la complexité du microenvironnement tumoral : les modèles de peaux 

reconstruites sont généralement développés à partir des 2 types majoritaires de cellules de la 

peau, les kératinocytes et les fibroblastes, et ne contiennent pas de cellules du système 

immunitaire. De plus, le derme artificiel sur lequel reposent ces modèles, est constitué d’une 

matrice de collagène, qui ne reflète pas la complexité de la matrice extracellulaire du tissu. 

Ces modèles organotypiques restent ainsi simplifiés et ne se prêtent pas à toutes les études 

précliniques. 

 

2.  Les modèles in vivo 

 

Les modèles in vivo permettent de modéliser le développement du mélanome dans un 

organisme entier. Ils sont généralement utilisés pour déterminer la fonction d’un gène ou d’une 

protéine particulière dans la progression de la pathologie ou pour évaluer l’efficacité de 

composés thérapeutiques (Larue and Beermann 2007). 
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Figure 20. Applications des différents modèles murins pour l'étude du mélanome.  

Les différents modèles murins permettent de reproduire et d’étudier différents aspects du développement du 

mélanome. D’après Damsky, Theodosakis, and Bosenberg 2014. 
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La souris est le principal modèle animal utilisé, car son génome et sa physiologie sont 

comparables à ceux de l’homme. Par ailleurs, les souris sont facilement disponibles et 

manipulables en laboratoire, et ce modèle est très bien caractérisé d’un point de vue 

génétique.  

Dans le cas de l’étude du mélanome, il possède cependant différentes limites. La principale 

repose sur le fait que la peau de souris est structurée différemment de la peau humaine : les 

mélanocytes sont principalement localisés dans la couche basale de l’épiderme et dans les 

follicules pileux dans la peau humaine normale, tandis que chez la souris, ils sont 

majoritairement situés dans les follicules pileux, et parfois dans le derme. Cette différence de 

localisation entraîne une sensibilité différente aux facteurs extérieurs d’induction de la 

pathologie, et des propriétés histologiques peu représentatives de la pathologie humaine. La 

transition de la phase de croissance radiale à la phase de croissance verticale, ne peut par 

exemple pas être étudiée chez la souris pour cette raison. 

Enfin, les souris développent rarement des mélanomes de façon spontanée. Afin de pallier 

ces différences et limites, différents types de modèles ont été développés chez la souris 

(Figure 20). 

 

2.1 Les modèles transgéniques 

 

Les souris transgéniques présentent une expression génique modifiée, qui leur permet de 

développer, spontanément ou après induction, des tumeurs de mélanome et des métastases. 

Différentes approches sont utilisées pour développer ces modèles, telles que l’introduction 

aléatoire d’un oncogène dans le génome, ou la modification spécifique de l’expression d’un 

gène par recombinaison homologue (Larue and Beermann 2007). Plus récemment, une 

technique reposant sur le système RCAS/TVA a été développée pour délivrer des ADNc, 

microARN ou ARN de façon ciblée et stable dans les modèles animaux et permettre 

l’introduction rapide de plusieurs altérations génétiques sans avoir recours à des croisements 

entre différentes lignées de souris transgéniques (Kuzu et al. 2015).  

Les modèles de souris transgéniques sont couramment utilisés pour déterminer les 

mécanismes impliqués dans le développement du mélanome et plus particulièrement évaluer 

l’effet d’altérations génétiques particulières dans l’initiation, la progression et le développement 

de métastases dans le mélanome (Dankort et al. 2009; Combest et al. 2012). Dans ces 

modèles, le développement d’un mélanome peut alors se faire de façon spontanée ou être 

induit par des traitements chimiques ou physiques. 

Différents modèles ont été développés afin de reproduire les principales altérations génétiques 

impliquées dans le développement du mélanome, telles que l’activation de BRAF et de 
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facteurs de croissance, ou la délétion de CDKN2A, TP53 ou PTEN, et évaluer leur implication 

dans le développement du mélanome (Kuzu et al. 2015).  

L’utilisation de souris génétiquement modifiées pour surexprimer le facteur de croissance 

hépatique HGF a permis par exemple d’étudier la coopération entre les mutations BRAF et 

PTEN dans le développement du mélanome métastatique (Hooijkaas et al. 2012). Les 

modèles de souris transgéniques se sont également avérés être des modèles fiables pour 

prédire l’efficacité d’agents thérapeutiques (Combest et al. 2012). 

Par ailleurs, ce type de modèle peut être utilisé pour identifier et imager in vivo les premiers 

stades de la mélanomagénèse, via l’introduction de gènes de fluorescence spécifiquement 

exprimés par les mélanocytes (Noonan et al. 2001). 

Outre les modèles transgéniques murins, des études ont également été conduites chez le 

poisson zèbre qui possède des mélanocytes, appelés mélanophores. Ce poisson ne 

développe que rarement des tumeurs de façon spontanée, mais leur développement peut être 

observé dans des modèles transgéniques, de façon spontanée ou après induction aux 

ultraviolets (Patton, Mitchell, and Nairn 2010). Des études menées chez des poissons zèbre 

transgéniques ont par exemple permis de mettre en avant l’activation constitutive de BRAF 

dans le mélanome (Patton et al. 2005). 

 

L’une des limites majeures associée aux modèles transgéniques réside dans la difficulté de 

prédire le développement d’un mélanome : dans certains modèles, des tumeurs peuvent se 

développer dans de nombreux tissus, limitant l’utilisation du modèle pour le mélanome. Par 

ailleurs, certaines altérations génétiques peuvent avoir des effets délétères sur la capacité de 

reproduction sur les modèles, rendant l’obtention de certains phénotypes difficile (Kuzu et al. 

2015). 

 

2.2 Les modèles induits physiquement ou chimiquement 

 

Le développement de tumeurs de mélanome chez la souris peut être induit de différentes 

façons. 

2.2.1 Induction aux ultraviolets (UV) 

 

Les modèles impliquant l’induction de mélanomes par exposition aux radiations ultraviolettes 

sont particulièrement pertinents pour simuler la progression naturelle du développement de la 

pathologie et étudier l’impact des différents types d’UV sur sa progression.  

Cependant, la différence de localisation dans la peau des mélanocytes murins et humains 

engendre un biais particulièrement important dans ce type de modèle : les mélanocytes 

murins, situés plus profondément dans le derme des souris, sont davantage protégés de 
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l’exposition aux rayonnements ultraviolets (Becker et al. 2010). Afin de pallier cette limite, ce 

type d’induction peut être appliqué sur des souris préalablement génétiquement modifiées 

pour présenter une distribution des mélanocytes plus proche de celle observée dans la peau 

humaine, via la surexpression de HGF/SF (Kuzu et al. 2015). Des études conduites sur ces 

modèles ont permis de mettre en évidence le rôle des UVB dans la tumorigenèse du 

mélanome, notamment lors d’expositions durant l’enfance (De Fabo et al. 2004). 

Des facteurs de risques génétiques ont également pu être mis en évidence dans des modèles 

transgéniques exposés à des radiations UV après inactivation de CDKN2A ou CDK4, ces 

modifications génétiques entraînant une réduction du temps de latence avant la formation de 

métastases (Recio et al. 2002). 

 

2.2.2 Induction chimique 

 

L’induction de mélanome peut également se faire à l’aide d’agents chimiques. Cette technique 

est toutefois moins pertinente que l’utilisation des UV dans le contexte de l’étude du 

développement de la pathologie.  

Différents composés chimiques tels que le DMBA ou le TPA peuvent être appliqués de façon 

topique sur les modèles, provoquant une irritation cutanée et des lésions conduisant au 

développement d’un mélanome (Kuzu et al. 2015). L’induction chimique peut être utilisée sur 

des modèles génétiquement modifiés afin d’initier le processus de mélanomagénèse (Dankort 

et al. 2009). 

Ce type de modèle est généralement utilisé en combinaison avec des UV ou sur des modèles 

transgéniques. Il présente cependant certaines limites, liées notamment à l’absence de 

pigmentation des lésions développées, et à l’application des agents chimiques, moins 

homogène que l’irradiation aux UV (Beaumont, Mohana-Kumaran, and Haass 2013). 

 

2.3 Les modèles syngéniques 

 

Les modèles syngéniques reposent sur l’implantation de lignées cellulaires de mélanome 

murin dans des souris immunocompétentes. Différentes lignées ont été établies en culture à 

partir de rares cas de développement spontané de mélanome murin, telles que les lignées 

Harding-Passey, les S91 ou la lignée B16, déclinée en 2 lignées de potentiels métastatiques 

différents (Kuzu et al. 2015) 

 

L’intérêt principal de ce modèle réside dans la possibilité d’étudier le développement du 

mélanome dans un environnement immunocompétent, dans lequel les cellules tumorales  
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Figure 21. Les différents modèles de xénogreffe. 

A. Xénogreffe de lignées cellulaires de mélanome. 

B. Xénogreffe orthotopique de peau humaine.  

C. Xénogreffe de cellules dérivées de tumeurs de patients (PDX). Adapté de Kiowski et al. 2012. 
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peuvent interagir avec des cellules immunitaires de leur microenvironnement (McKinney and 

Holmen 2011). 

Ce type de modèle est en revanche entièrement murin et ne permet pas de refléter la 

pathologie humaine avec fidélité en raison des différences physiologiques existant entre les 2 

espèces, telles que des différences d’expression de protéines d’adhésion ou de facteurs de 

croissance (M. Herlyn and Fukunaga-Kalabis 2010). Par ailleurs, ces lignées, très peu 

nombreuses, ne sont pas représentatives de la diversité génétique trouvée dans les cellules 

humaines (Kuzu et al. 2015). Par exemple, l’analyse des mutations portées par les lignées 

dérivées de B16 a révélé la présence de mutations inactivatrices du gène Cdkn2a, mais très 

peu de mutations activatrices de BRAF, qui jouent pourtant un rôle important dans le 

développement de la pathologie humaine (Melnikova et al. 2004). 

 

2.4 Les modèles de xénogreffe 

 

Les modèles de xénogreffe consistent à cultiver et implanter des cellules de mélanome humain 

dans des souris immunodéficientes. L’implantation des cellules cancéreuses se fait 

généralement par injection sous-cutanée, bien que l’injection intradermique soit plus adaptée 

au cas du mélanome afin de reproduire le microenvironnement des tumeurs primaires. Ce type 

d’injection est en effet particulièrement délicat chez la souris et entraîne systématiquement 

l’ulcération rapide de la peau des modèles (Kuzu et al. 2015).  

Il existe 3 types de modèles de xénogreffe : les xénogreffes de lignées cellulaires, les 

xénogreffes orthotopiques et les xénogreffes de fragments de tumeurs de patients (Patient 

Derived Xenograft, PDX) (Figure 21).  

 

2.4.1 Les xénogreffes de lignées cellulaires 

 

Les xénogreffes de lignées cellulaires sont réalisées à partir de lignées cellulaires de 

mélanome humain (Figure 21.A). Ces modèles sont utilisés pour étudier la croissance des 

tumeurs et le développement de métastases in vivo (Sharma et al. 2005; Huh et al. 2010), 

mais également pour évaluer la réponse à des drogues (Sharma et al. 2009; Gowda et al. 

2014; Posch et al. 2015; Phadke, Sini, and Smalley 2015). Le suivi des cellules cancéreuses 

peut être réalisé in vivo à l’aide de sondes fluorescentes intégrées dans les cellules avant leur 

implantation (Rozenberg et al. 2010). 

De nombreuses lignées cellulaires de mélanome métastatique sont capables de former des 

métastases de façon spontanée à partir du site de xénogreffe dans des organes distants 

(Sharma and Robertson 2007; Huh et al. 2010). Cependant, toutes les lignées issues de 

métastases ne sont pas capables de métastaser dans une xénogreffe. Par exemple, les  
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lignées WM164 et WM793B, isolées à partir de métastases d’un patient, ne se sont pas 

révélées capables de métastaser spontanément dans ce type de modèle. Plusieurs passages 

in vivo ont été requis pour permettre d’établir les lignées 1205 Lu et 451 Lu à partir d’une 

métastase de poumon, révélant la croissance sélective de sous-populations de cellules 

métastatiques préexistantes dans la tumeur parentale (D. Herlyn et al. 1990; Juhasz et al. 

1993). 

Afin de faciliter le développement de métastases, les modèles de xénogreffe peuvent 

également être produits par injection directe des cellules tumorales dans la veine de la queue 

des souris. Cette approche est fréquemment utilisée, mais ne reflète pas la progression des 

métastases observée chez un patient (Khanna and Hunter 2005; Y. Wang et al. 2013).   

Les xénogreffes de lignées cellulaires sont des modèles généralement peu prédictifs de 

l’efficacité de composés thérapeutiques et de la réponse à des traitements en phase clinique 

(Merlino et al. 2013), pour différentes raisons : tout d’abord, les lignées cellulaires sont des 

modèles établis de longue date dans des conditions éloignées de leur environnement 

physiologique, ce qui entraîne la sélection de clones peu représentatifs des cellules tumorales 

d’origine. Par ailleurs, les xénogreffes ne se développent pas dans leur tissu naturel, mais 

dans un microenvironnement ne présentant pas de système immunitaire fonctionnel (Kuzu et 

al. 2015). 

 

2.4.2 Les xénogreffes orthotopiques de peau humaine 

 

Une autre approche développée consiste à réaliser une xénogreffe de peau humaine saine 

sur une souris immunodéficiente, puis implanter des lignées cellulaires de mélanome dans le 

derme des greffes humaines (Juhasz et al. 1993). Plus récemment, des modèles similaires 

ont été développés à partir de peau humaine reconstruite ensemencée avec des cellules d’une 

lignée de mélanome (Figure 21.B) (Li, Fukunaga-Kalabis, and Herlyn 2011; Kiowski et al. 

2012).  

Ce type de modèle permet de mieux reproduire le microenvironnement tumoral et a permis 

d’observer des schémas de croissance, d’angiogenèse et d’invasion des cellules de 

mélanome dans le derme similaires à ceux observés chez des patients. Les cellules 

cancéreuses implantées peuvent également être suivies dans le modèle greffé à l’aide de 

sondes fluorescentes.  

Les modèles de xénogreffe orthotopiques sont en revanche longs à produire (plusieurs mois 

entre la greffe de biopsie de peau et l’injection des cellules cancéreuses, ou plusieurs 

semaines dans le cas de la peau reconstruite), et restent éloignés du microenvironnement 

tumoral dans lequel évoluent normalement les cellules cancéreuses humaines. Par ailleurs, le 

développement de ces modèles repose sur l’utilisation de lignées cellulaires. 
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Figure 22. Utilisation des modèles PDX pour la thérapie personnalisée.  

Des fragments de tumeurs excisées d’un patient sont étudiées à l’aide de techniques d’analyse (2a) et 

transplantées dans des souris (2b). Différentes stratégies thérapeutiques sont testées sur des modèles PDX (3). 

La meilleure stratégie thérapeutique est sélectionnée et appliquée au patient (4). Les informations obtenues à partir 

des analyses de la tumeur sont stockées dans des bases de données (5) et peuvent être utiles pour sélectionner 

des stratégies thérapeutiques pour de futurs patients (6-8). Tiré de Kuzu et al. 2015. 
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2.4.3 Les xénogreffes de tumeurs dérivées de patients 

 

Les xénogreffes de tumeurs dérivées de patients (PDX) permettent de s’affranchir des limites 

liées à la nature des lignées cellulaires. Ces modèles sont produits en implantant des 

fragments de tumeurs viables d’un patient dans une souris immunodéficiente, par injection 

sous-cutanée (Figure 21.C).  

Les modèles PDX présentent différents avantages : ils conservent tout d’abord plus de 

similarités avec les tumeurs trouvées chez les patients que les xénogreffes de lignées 

cellulaires, et permettent de préserver des caractéristiques cliniques de la tumeur en termes 

d’histologie, de transcriptome ou encore d’hétérogénéité tumorale (Kuzu et al. 2015). Par 

ailleurs, la possibilité de créer plusieurs modèles PDX à partir d’une même tumeur permet 

d’étudier le développement potentiel de plusieurs mécanismes de résistances ou d’évaluer 

l’efficacité de différentes stratégies thérapeutiques sur une même tumeur (Das Thakur et al. 

2013). 

Pour ces différentes raisons, le modèle PDX est utilisé depuis plusieurs décennies en 

recherche préclinique et s’est avéré prédictif de l’effet d’agents thérapeutiques, à des 

concentrations exploitables en phase de développement clinique. Dans le cas d’évaluation 

d’agents chimiothérapeutiques, ce modèle a permis de prédire l’efficacité des agents testés à 

leur concentration maximale tolérée avec une précision de 92% (Kuzu et al. 2015). 

Plus récemment, ce modèle a également été utilisé pour étudier la réponse à des composés 

thérapeutiques de mélanomes métastatiques, évaluer et comprendre le développement de 

mécanismes de résistance et développer des stratégies de combinaisons de thérapies afin de 

les prévenir (Bollag et al. 2010; Flaherty et al. 2010) : le modèle HMEX1906, développé à partir 

d’une tumeur de patient BRAFT1799A préalablement à tout traitement au vemurafenib, a été 

traité avec une dose clinique de vemurafenib pendant plusieurs semaines. Ce traitement a 

conduit à l’inhibition de la voie des MAPK à plus de 80%, de façon similaire aux résultats 

observés en clinique. Après plusieurs semaines, plusieurs modèles ont développé une 

résistance au traitement. Ces tumeurs résistantes ont été récupérées pour produire de 

nouveaux modèles résistants et étudier les mécanismes à l’origine de leur résistance. 

Enfin, de nouvelles applications ont été récemment développées, reposant sur la conduite 

d’études cliniques sur ces modèles en parallèle de celles menées sur des patients, permettant 

de développer des thérapies personnalisées (Figure 22) (Malaney, Nicosia, and Davé 2014; 

Einarsdottir et al. 2014; Lodhia et al. 2015) : un premier criblage de composés thérapeutiques 

en monothérapie ou combinés peut être réalisé sur les modèles PDX afin de sélectionner la 

stratégie la plus efficace et de l’appliquer ensuite au patient. En parallèle, différentes données 

peuvent être récupérées sur la tumeur, notamment au-travers de techniques de séquençage,  
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Tableau 3. Applications et limites des différents modèles d'étude du mélanome. 
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et stockées dans des bases de données pour être ensuite utilisées dans le cadre du traitement 

de futurs patients. 

 

Bien que le modèle PDX possède de nombreux avantages, il conserve différentes limites 

(Kuzu et al. 2015). Tout d’abord, ces modèles sont très longs et techniquement difficiles à 

produire : soumises à un procédé de sélection in vivo, seules les tumeurs les plus agressives 

parviennent à se développer dans ces modèles. Dans le cas où les cellules parviennent à 

proliférer, il faut compter 3 à 6 mois pour que la tumeur se développe avant de pouvoir utiliser 

le modèle.  

Par ailleurs, ce type de modèle ne peut être développé que dans des souris très fortement 

immunodéficientes, et nécessite donc des conditions d’expérimentation complexes et 

coûteuses dans des environnements dépourvus de pathogènes. Ces modèles ne permettent 

donc pas de tenir compte des réponses immunitaires dans l’évaluation de l’efficacité de 

traitements ou dans le développement de la tumeur. Des tentatives ont été faites pour 

maintenir la présence  des cellules immunitaires de patients prélevées en même temps que la 

tumeur, mais ces cellules ne survivent pas durant le développement du modèle (Bankert, 

Egilmez, and Hess 2001; Hylander et al. 2013). Pour cette même raison, ce modèle ne peut 

pas être utilisé pour développer des stratégies d’immunothérapies.  

 

Il existe donc un grand nombre de modèles pour étudier le mélanome. Ces modèles présentent 

des caractéristiques, des degrés de complexité et des limites différentes (résumés dans le 

Tableau 3), et permettent d’étudier différents aspects de la pathologie ainsi que d’évaluer de 

façon plus ou moins prédictive l’efficacité de composés thérapeutiques. L’utilisation combinée 

de ces différents modèles est indispensable afin d’appréhender au mieux les différents 

facteurs impliqués dans le développement du mélanome et l’origine des mécanismes de 

résistance qui se développent inévitablement au cours du traitement des patients. L’utilisation 

de modèles intégrant le microenvironnement tumoral de la façon la plus complète possible est 

également primordiale afin de prédire de la façon la plus fiable possible l’évolution de la 

tumeur, le développement de mécanismes de résistance et l’efficacité de traitements 

thérapeutiques.  
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Figure 23. Les différentes étapes du développement d'un composé thérapeutique.  

Des étapes de recherche préclinique et d’études cliniques sont nécessaires au développement d’un composé 

thérapeutique. Parmi une moyenne de 10 000 composés évalués en début de procédé, seulement 5 entreront en 

études cliniques, et un seul recevra finalement une autorisation de mise sur le marché. Différents modèles d’étude 

de complexité différente interviennent lors des stades de recherche préclinique. Adapté de (Willmann et al. 2008; 

Hirschhaeuser et al. 2010; Fitzgerald et al. 2015). 
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3. Importance des modèles d’étude dans le développement préclinique d’un 

composé thérapeutique 

 

Le développement d’un nouveau composé thérapeutique est divisé en différentes étapes 

(Figure 23) : 

 La phase de développement préclinique permet tout d’abord d’identifier les cibles 

potentielles pour un nouvel agent thérapeutique. Une fois la cible déterminée, un screening 

est réalisé sur de nombreux agents potentiels afin d’identifier des composés affectant la cible 

sélectionnée. Des études portant sur le mécanisme d’action, l’efficacité, la pharmacocinétique 

et la toxicologie sont ensuite réalisées sur différents modèles d’étude, comprenant 

obligatoirement un rongeur. C’est au cours de cette phase qu’interviennent les différents 

modèles d’étude présentés précédemment. 

 La phase de développement clinique est réalisée sur l’homme  et est divisée en 3 

phases successives : les essais de phase I, menés sur une vingtaine de patients, visent à 

évaluer la tolérance de l’organisme à la molécule testée ainsi que sa pharmacocinétique. La 

phase II se déroule chez un plus grand nombre de patients volontaires, permet de déterminer 

la dose minimale efficace du médicament et d’évaluer les éventuels effets indésirables. Enfin, 

la phase III permet de comparer l’efficacité du nouveau traitement à celle d’un traitement de 

référence. Dans le cas du vemurafenib, l’efficacité de la molécule a été comparée à celle de 

la dacarbazine (Chapman et al. 2011). 

La dernière phase d’essais clinique débouche sur la demande de mise sur le marché 

du médicament développé. 

 

Actuellement, 12 à 15 années de R&D sont en moyenne nécessaires entre la sélection d’une 

cible thérapeutique et la mise sur le marché d’un nouveau médicament (Willmann et al. 2008) 

: les étapes de recherche préclinique s’étalent sur 3 à 4 ans, le développement clinique s’étend 

sur 8 à 9 ans, et enfin 1 à 2 ans sont nécessaires avant l’obtention d’une autorisation de mise 

sur le marché. 

Au cours des différentes étapes du processus, le nombre de composés candidats diminue : 

environ 10 000 composés sont initialement considérés. Les étapes de recherche préclinique 

permettent de sélectionner environ 5 composés pour entrer en phase de développement 

clinique. A l’issue des phases de développement clinique, seule un composé thérapeutique 

est sélectionné. Ce taux d’attrition très élevé est actuellement l’un des problèmes majeurs 

rencontré durant le développement d’un médicament et génère d’importants coûts (Paul et al. 

2010). Les pertes les plus élevées engendrés par cette attrition proviennent de l’échec de 35% 

des composés thérapeutiques entre le passage de la recherche préclinique à la phase I de 
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tests cliniques d’une part, et de 66% des composés thérapeutiques qui échouent en phase II 

et voient leur développement interrompu au moment de l’entrée en phase III d’autre part. 

L’une des principales raisons de l’échec de composés thérapeutiques en phase I repose sur 

l’efficacité du composé testé (Waring et al. 2015).  

Les progrès réalisés en matière de prédictibilité des modèles d’étude préclinique, liés 

notamment au développement de modèles organotypiques tridimensionnels intégrant le 

microenvironnement tumoral et de modèles in vivo performants et humanisés tels que les 

modèles PDX ont permis de limiter les échecs liés à la pharmacocinétique ou la biodisponibilité 

des molécules transposées à l’Homme, mais ce facteur reste toutefois l’une des principales 

causes de l’échec de composés thérapeutiques en phase II (Waring et al. 2015). 

 

Différentes solutions sont envisagées pour enrayer l’échec important rencontré durant le 

développement d’un composé thérapeutique (Moreno and Pearson 2013). L’une d’entre elles 

repose sur le développement de nouveaux modèles précliniques représentatifs de la biologie 

tumorale humaine, permettant d’évaluer avec fiabilité l’efficacité de composés thérapeutiques 

et d’évaluer les risques de développement de résistance afin d’envisager des stratégies de 

combinaison de molécules, comme par exemple la combinaison d’inhibiteurs de MEK et 

d’inhibiteurs de BRAF dans le cas du mélanome (Das Thakur et al. 2013). Le développement 

de modèles organotypiques est une solution attractive, pour un ensemble de raisons 

économiques et éthiques, en permettant de limiter le nombre d’animaux nécessaires 

notamment (Pampaloni, Reynaud, and Stelzer 2007). 

Une seconde solution évoquée repose sur l’amélioration des techniques d’analyse et 

d’imagerie afin d’étudier au mieux l’efficacité de composés dans les nouveaux modèles 

développés et de rendre leur utilisation possible dans le cadre de screening de haut-débit (de 

Jong, Essers, and van Weerden 2014). En particulier, le développement de l’imagerie in situ,  

est nécessaire pour permettre d’imager de larges échantillons, notamment de la tumeur dans 

son microenvironnement, sans endommager leur structure (Pampaloni, Reynaud, and Stelzer 

2007; Fitzgerald et al. 2015). 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

 

L’objectif principal de mon projet de thèse a consisté à développer et caractériser un nouveau 

modèle ex vivo de mélanome humain destiné à l’étude du mélanome, composé de la tumeur 

et de son microenvironnement. La stratégie envisagée a reposé sur la combinaison de deux 

modèles existants : le modèle multicellulaire de sphéroïde, qui permet de reproduire 

l’organisation tridimensionnelle et l’hétérogénéité d’une tumeur solide, et le modèle d’explant 

de peau cultivé ex vivo NativeSkin®, qui représente le microenvironnement naturel dans lequel 

les cellules de mélanome se développent. 

Ce projet s’est articulé autour des objectifs suivants: 

 

1. Développer une procédure d’implantation reproductible et efficiente pour implanter un 

sphéroïde produit à partir d’une lignée de mélanome dans le derme d’un explant de 

peau humaine, et ainsi permettre l’obtention du modèle organotypique OncoSkin® ; 

 

2. Développer des outils d’analyse pour étudier le devenir du sphéroïde implanté, 

notamment en utilisant la microscopie à feuille de lumière pour imager le sphéroïde 

directement au sein de l’explant de peau et suivre son évolution en trois dimensions ; 

 

3. Analyser le devenir du sphéroïde implanté dans le modèle OncoSkin®. 
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Partie 1 : Développement d’un modèle de mélanome humain ex vivo  

 

Afin développer un modèle in vitro complexe de mélanome humain, intégrant la tumeur dans 

son microenvironnement physiologique, la peau, le premier objectif de mes travaux a consisté 

à développer une stratégie permettant de positionner un sphéroïde unique de lignée de 

mélanome au sein d’un d’explant de peau humaine, le modèle NativeSkin®, dans des 

conditions expérimentales permettant par la suite le suivi de son évolution au sein du modèle, 

par fluorescence. La première partie de ce manuscrit est consacrée à la présentation des 

travaux de mise au point qui ont conduit à l’établissement d’une procédure pour la production 

du modèle OncoSkin®. 

La méthodologie envisagée repose sur l’implantation d’un sphéroïde unique par biopsie de 

peau par injection. Afin d’atteindre cet objectif, j’ai testé différentes stratégies d’injection et 

développé une méthodologie d’analyse permettant de visualiser le sphéroïde implanté au sein 

de l’explant entier. Les résultats obtenus sur ces travaux de mise au point sont présentés sur 

modèles basés sur l’implantation de sphéroïdes de la lignée de mélanome humain WM 266-4 

de 800µm de diamètre. 

 

1. Présentation des stratégies testées pour l’implantation d’un sphéroïde unique 

dans une biopsie de peau 

 

Nous avons souhaité développer une procédure reproductible pour implanter un sphéroïde 

dans le derme d’un explant de peau et préservant l’intégrité de l’explant et du sphéroïde. 

Afin de limiter les dommages causés au tissu cutané, nous avons choisi d’implanter le 

sphéroïde en passant par le derme des explants et non par l’épiderme, la structure du derme 

étant plus élastique et déformable que celle de l’épiderme, renforcée entre autres par la 

barrière physique que représente la couche cornée.  

Le principe de la méthodologie envisagée étant d’injecter le sphéroïde dans le derme, nous 

avons testé l’impact de deux paramètres sur la réalisation et la réussite de l’implantation: l’état 

de la solution d’injection d’une part, qui peut-être liquide, visqueuse ou gélifiée, et la technique 

d’injection du sphéroïde selon l’état de la solution d’injection d’autre part, pour conserver au 

mieux sa structure et optimiser le rendement d'implantation, c'est-à-dire obtenir le plus de 

biopsies dans lesquelles un sphéroïde unique est implanté et maintenu. 

Afin de tester l’impact de l’état de la solution d’injection, les implantations ont été réalisées en 

PBS comme solution liquide, tandis que les implantations en solutions visqueuse et gélifiée 

ont été réalisées en gélatine 100 mg/mL et 250 mg/mL respectivement. La gélatine a été 

choisie pour sa facilité de manipulation et sa biocompatibilité. En effet, elle est visqueuse à 

37°C et solidifie à température ambiante. Par ailleurs, elle est principalement constituée de  
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Figure 24. Schémas de montage des différentes techniques d'implantation.  

Dans le premier montage, le sphéroïde, schématisé par une sphère rouge, est aspiré dans l’aiguille et injecté dans 

le derme d’une biopsie de peau à l’aide d’une seringue. Dans le second montage, le sphéroïde est poussé hors de 

l’aiguille dans le derme à l’aide d’un piston. 
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collagène dénaturé, ce qui en fait un composé biocompatible, le collagène étant l’un des 

composants majoritaires de la matrice extracellulaire du derme.  

 

Les différents essais techniques réalisés ont conduit à l’identification de deux montages 

différents d’implantation en fonction de l’état de la solution (Figure 24). 

Le premier montage est adapté à l’injection du sphéroïde dans une solution liquide ou 

visqueuse. Dans ce montage, la solution qui contiendrait le sphéroïde est injectée à l’aide 

d’une aiguille biseautée (18G) montée sur une seringue de 1 mL. Un petit volume de solution 

(compris entre 5 et 15 µL) liquide ou visqueuse peut être injecté à l’aide de cette technique 

sans saturer le derme (la solution reste dans le derme et ne s’écoule pas hors de l’explant 

après injection). 

Le second montage permet l’implantation du sphéroïde dans une solution visqueuse ou 

gélifiée : le sphéroïde est préalablement enrobé dans un petit volume de solution à l’état liquide 

et aspiré dans une aiguille biseautée à l’aide d’une seringue classique. L’aiguille est ensuite 

maintenue à l’horizontale pendant quelques minutes à température ambiante pour permettre 

la solidification de la solution. Une fois la solution prise, la seringue est démontée de l’aiguille, 

et le sphéroïde enrobé est implanté à l’aide d’un piston inséré directement dans l’aiguille, et 

poussé jusqu’à ce que la totalité de la capsule solide soit éjectée.  

 

2. Impact des différentes conditions d’implantation sur l’intégrité des sphéroïdes 

après implantation 

 

2.1 Développement d’une méthode d’analyse globale des sphéroïdes au sein des 

explants de peau  

 

Afin d’analyser l’état des sphéroïdes au sein des explants de peau après implantation, j’ai 

développé une méthodologie permettant de visualiser les sphéroïdes de façon globale dans 

les explants entiers combinant le marquage fluorescent des sphéroïdes et la transparisation 

des explants après implantation. 

Pour permettre leur identification dans le tissu, les sphéroïdes ont été marqués avec une sonde 

fluorescente cytoplasmique avant leur implantation, permettant de distinguer de façon certaine  

les cellules du sphéroïde de celles de la peau, dont la structure présente une certaine 

autofluorescence. 

Une limite forte à l’observation en microscopie optique des tissus réside en leur opacité, 

associée à l’importante hétérogénéité de leurs indices de réfraction, conduisant à une 

diffraction de la lumière. Afin de pouvoir visualiser la fluorescence du sphéroïde, les biopsies 

de peau, initialement opaques, ont été transparisées après fixation. Différentes stratégies de  
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Figure 25. Comparaison de différentes techniques pour la transparisation de biopsies de peau.  

Des biopsies de 8 mm fixées en formaline ont été progressivement déshydratées par des incubations dans des 

bains successifs d'éthanol (B et D) ou dans du tetrahydrofurane (C)  puis immergées dans une solution de BABB 

(B et C) ou de DBE (D). Une biopsie contrôle non transparisée a été laissée en PBS (A). Images prises au 

macroscope en limuère transmise 48h après immersion dans le solvant de transparisation. Echelles : 2 mm. 

 

 

 

Figure 26. Observation des sphéroïdes après implantation au sein des explants de peau en macroscopie. 

Images d’un modèle implanté avec un sphéroïde de la lignée WM-266-4 en lumière transmise et en fluorescence. 

La combinaison des 2 illuminations permet de co-visualiser le sphéroïde et l’explant de peau. Barre d’échelle 200 

µm. 
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transparisation (« optical clearing ») sont décrites et utilisées pour permettre l’imagerie 

d’embryons ou d’organes entiers (Ertürk et al. 2012; Azaripour et al. 2016). D'une manière 

générale, ces techniques consistent à homogénéiser les indices de réfraction des différents 

composants d’un tissu en substituant ses composés aqueux par des composés organiques 

ayant un indice de réfraction proche de celui des lipides. Ceci a pour conséquence de rendre 

le tissu optiquement transparent.  Ces techniques sont basées sur la déshydratation de 

l’échantillon puis sont incubation dans un solvant organique. L’application de ces techniques 

à la transparisation d’explants de peau humaine n’ayant jamais été expérimentée, différents 

solvants ont été testés pour déshydrater les explants de peau puis les transpariser. Les 

explants de peau ont été fixés immédiatement après implantation, déshydratés 

progressivement par bains successifs d’éthanol ou de tetrahydrofuran (THF), puis immergés 

dans une solution d’alcool de benzyle et benzoate de benzyle (BABB) ou de di-benzyle éther 

(DBE) (Figure 25). 

Les résultats obtenus montrent que la déshydratation en éthanol puis transparisation dans 

une solution de BABB permet d’obtenir une transparisation complète des biopsies de 

peau (Figure 25A, manuscrit en préparation), alors qu’elle n’est que très partielle avec les 

autres techniques testées. Cette condition a donc été retenue et employée dans le reste du 

projet pour permettre l’imagerie des sphéroïdes implantés au sein du tissu.  

 

2.2 Analyse de l’intégrité des sphéroïdes au sein des explants en fonction des 

stratégies d’implantation 

 

Des sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été implantés dans des biopsies de peau selon les 

stratégies précédemment présentées. Les modèles générés ont été fixés immédiatement 

après implantation et transparisés (cf Matériels et Méthodes section 4.1). La présence et 

l’état des sphéroïdes au sein des biopsies de peau ont été analysés par macroscopie de 

fluorescence qui permet d’avoir une visualisation en deux dimensions de la totalité du volume 

de l’explant et la visualisation de l’aire projetée du sphéroïde. 

La transparisation des explants de peau implantés a rendu leur observation facile : à l’échelle 

macroscopique, l’observation combinée de la peau en lumière transmise et du sphéroïde en 

fluorescence a permis de très rapidement localiser les sphéroïdes implantés dans les explants, 

et d’évaluer leur état après implantation (Figure 26). 

Cette technique d’analyse a été utilisée pour évaluer le potentiel des différentes conditions 

d’implantation précédemment fixées selon deux critères : 

- La présence du sphéroïde dans les biopsies après implantation 

- L’intégrité du sphéroïde après implantation 
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Figure 27. Comparaison du résultat de différentes techniques d'implantation des sphéroïdes de WM-266-4.  

Des sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été marqués par incubation avec la sonde fluorescente CMTMR® puis 

implantés dans des biopsies de peau de 11 mm de diamètre dans des solutions liquide, visqueuse et gélifiée, et 

selon 2 techniques d’implantation différentes. Immédiatement après implantation, les explants de peau implantés 

ont été fixés, transparisés et analysés en macroscopie de fluorescence. (A) Des images de la fluorescence des 

sphéroïdes (en blanc sur les photos) ont été prises sous un macroscope. La flèche blanche indique la trajectoire 

suivie par l’aiguille lors de l’implantation. Les têtes de flèches blanches indiquent la présence de cellules 

fluorescentes isolées et  détachées des sphéroïdes. Echelle : 2 mm. (B) Diagramme en barre présentant les valeurs 

moyennes + écart à la moyenne de la circularité et du nombre de cellules isolées pour les différentes conditions 

testées (6 réplicats par conditions). La condition contrôle est définie pour des sphéroïdes non implantés.  
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Dans le cas de l’injection en solution liquide, le sphéroïde n’est pas systématiquement présent 

dans les biopsies de peau, tandis qu’il est systématiquement retrouvé dans chaque échantillon 

avec les trois autres techniques (Figure 27A). Nous avons par la suite observé que cette 

absence pouvait être liée à un blocage du sphéroïde dans l’espace mort situé entre l’aiguille  

et la seringue et était observée de façon répétable lorsque le sphéroïde était injecté dans une 

solution liquide.  

Par ailleurs, une altération plus ou moins importante de l’intégrité du sphéroïde est observable 

selon les conditions : l’implantation à l’aide d’un piston dans une solution visqueuse entraîne 

une altération de la structure du sphéroïde dans la majorité des cas. Son intégrité est 

également altérée de façon moins importante et non systématique lors de l’implantation en 

solution gélifiée. En revanche, la perte de structure du sphéroïde est très limitée lorsqu’il est 

injecté en PBS ou en gélatine visqueuse : le sphéroïde paraît légèrement plus déformé quand 

il est injecté en PBS, et des cellules semblent s’en détacher au moment de l’implantation, des 

petits amas fluorescents étant visibles autour du site d’implantation et majoritairement 

localisés dans la trajectoire suivie par l’aiguille lors de l’implantation (Figure 27A). 

 

Afin de mieux caractériser ces observations macroscopiques, deux critères, représentatifs de 

l’intégrité du sphéroïde ont été analysés sur les images obtenues (Figure 27B) : 

- la circularité du sphéroïde, permettant d’évaluer la préservation de sa structure. 

- le nombre de particules fluorescentes présentes sur chaque image, permettant 

d’’évaluer la quantité de cellules s’étant détachées du sphéroïde au cours de 

l’implantation. 

L’analyse de la circularité des sphéroïdes implantés indique que leur structure est préservée 

lors de leur injection à l’aide d’une seringue, en solution liquide comme en solution visqueuse, 

tandis qu’une plus grande variabilité est observée lors de l’implantation en solutions visqueuse 

et gélifiée avec un piston, avec une diminution de leur circularité.  

L’analyse du nombre de particules détectées pour chaque condition souligne quant à lui  le 

détachement d’un nombre important de cellules du sphéroïde lors de son implantation en 

gélatine avec un piston ou en PBS. Les implantations en solution gélifiée à l’aide d’un piston 

et en solution visqueuse ave une seringue permettent de limiter la dispersion des cellules sans 

complètement la prévenir (Figure 27B). 

Ces résultats indiquent ainsi que l’implantation en solution gélifiée avec un piston permet de 

limiter le détachement des cellules du sphéroïde, mais a un impact important sur sa structure. 

A l’inverse, les injections en solutions liquide et visqueuse à l’aide d’une seringue entraînent 

un détachement de cellules plus important, surtout en solution liquide, mais ont un impact 

moindre sur la structure des sphéroïdes. L’implantation en solution visqueuse avec un piston 

détruit quant à elle systématiquement le sphéroïde. 
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Figure 28. Evolution de la gélatine injectée en culture.  

10-15 µL de gélatine visqueuse ont été injectés dans le derme d’explants de peau. Les modèles NativeSkin® 

obtenus ont été cultivés 0, 1 ou 3 jours puis fixés en formaline. Une coloration à l’hématoxyline et éosine a été 

réalisée sur des coupes en paraffine de 5 µm d’épaisseur. Des images de la structure de la peau ont été prises à 

faible (5X) et fort (40X) grossissements. Les rectangles rouges délimitent les régions sur lesquelles une image à 

plus fort grossissement a été prise. 
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Au vu de ces résultats, l’injection dans un petit volume de gélatine visqueuse semble la 

technique d’implantation la plus adaptée pour implanter de façon reproductible un 

sphéroïde intègre.  

Cette technique est par ailleurs la plus rapide des techniques testées : l’injection en PBS est 

plus difficile à réaliser et le volume de solution plus difficilement maîtrisable, les sphéroïdes ne 

flottant pas dans la solution ; l’implantation à l’aide d’un piston est quant à elle plus 

chronophage. Ces différents facteurs abondent dans le sens du choix de cette technique 

d’implantation. 

 

3. Evaluation du taux de réussite d’implantation en gélatine visqueuse 

 

Le taux de réussite de l’implantation d’un sphéroïde dans une biopsie de peau dans la 

condition précédemment retenue a été évalué. Pour ce faire, 20 sphéroïdes ont été implantés 

dans le derme de 20 biopsies dans un petit volume de gélatine visqueuse à l’aide d’une aiguille 

montée sur une seringue. Les modèles ont été fixés immédiatement après implantation puis 

transparisés avant d’être imagés au macroscope puis analysés. Parmi les 20 sphéroïdes 

implantés, 18 ont été observables dans les explants de peau. L’implantation en gélatine 

visqueuse est donc réussie dans 95% des cas.  

La cause probable des 5% d’échec a pu par la suite être estimée : si le biseau de l’aiguille est 

enfoncé trop profondément dans le derme et transperce entièrement la biopsie, même très 

légèrement, le sphéroïde peut s’échapper par la cavité créée à l’extrémité de l’explant au 

moment de l’injection de la solution. Cet événement reste cependant très ponctuel, et peut 

être prévenu en faisant attention à ce facteur au moment de l’injection. 

 

4. Analyse de l’impact de l’injection de gélatine sur la viabilité cellulaire au sein des 

explants de peau 

 

Avant de valider la technique d’implantation en gélatine visqueuse, l’impact de l’injection de 

gélatine  dans le derme des modèles NativeSkin® a été évalué. Les données bibliographiques 

indiquent que la gélatine est un composé biocompatible, ce qui sugère que son injection ne 

devrait pas altérer la viabilité des explants de peau (D. P. Clark, Hanke, and Swanson 1989). 

Un volume de gélatine visqueuse similaire à celui injecté lors de l’implantation d’un sphéroïde 

dans des explants de peau a été injecté dans des biopsies de peau. Les modèles NativeSkin® 

injectés ont ensuite été maintenus en culture pendant 3 jours.  

Immédiatement après implantation, les colorations à l’hématoxyline et éosine révèlent la 

présence de gélatine dans le derme des explants de peau, caractérisée par une coloration à  
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Figure 29. Caractérisation de l’expression des marqueurs de prolifération et d’apoptose Ki67 et caspase-3 
dans les modèles NativeSkin® 24h après injection de la gélatine.  

Des modèles NativeSkin® standard ou  injectés avec 10 µL de gélatine visqueuse ont été cultivés pendant 24h 
avant d’être fixés en formaline et inclus en paraffine. Des marquages en immunofluorescence à l’aide d’anticorps 
dirigés contre Ki67 (A) ou la caspase-3 clivée (B) ont été réalisés sur des coupes de 5 µm d’épaisseur. Les 

rectangles blancs délimitent les régions sur lesquelles un grossissement de l’épiderme (*) ou du derme (*) a été 
effectué. Les pointillés délimitent la jonction dermo-épidermique. Echelles : 100 µm. (C) Le pourcentage de cellules 

marquées Ki67 dans l’épiderme de chacun des 5 réplicats a été reporté sur un graphique, sur lequel la moyenne 
et l’écart à la moyenne ont également été représentés.   
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l’hématoxyline plus prononcée, associée au pH légèrement acide de la gélatine (Figure 28). 

Ces fragments de gélatine forment des filaments relativement épais qui s’intègrent dans les 

fibres du derme sur plusieurs millimètres d’épaisseur.  Après un jour de culture, plus aucun 

amas de gélatine n’est observable. En revanche, de fines fibres d’une couleur violette moins 

prononcée sont visibles et réparties de façon plus homogène dans le derme des explants. 

Après 3 jours de culture, plus aucun résidu de gélatine n’est retrouvé dans les explants de 

peau (Figure 28).  

Ces observations indiquent tout d’abord que la gélatine se dissémine dans le derme des 

biopsies au moment de l’implantation, suggérant que dans le cas de l’implantation d’un 

sphéroïde, elle ne formera pas une capsule compacte autour de ce dernier, mais permettra 

d’étudier son évolution directement au contact de la matrice extracellulaire, et non au travers 

d’une couche de gélatine, et ce même très peu de temps après son implantation. 

Par ailleurs, la gélatine disparaît rapidement au cours de la culture. Cette disparition pourrait 

être induite par l’action des gélatinases de la peau, ou simplement être liée à sa dilution 

progressive, la gélatine restant visqueuse à 37°C.  

 

L’effet de l’injection de gélatine visqueuse dans le derme des modèles NativeSkin® sur leur 

viabilité a ensuite été évalué après un jour de culture en immunofluorescence sur coupes 

histologiques (Figure 29). Cette analyse a été réalisée sur 3 donneurs indépendants. 

L’analyse des résultats révèle que le marqueur de prolifération Ki67 est exprimé par environ 

4% des cellules de l’épiderme, localisées plus particulièrement dans la couche basale (Figure 

29A). Aucune cellule du derme ne semble exprimer ce marquage, indiquant que seul un faible 

pourcentage de cellules de l’épiderme prolifère dans le modèle après un jour de culture 

(Figure 29C). Un profil d’expression similaire du marqueur est observable dans les modèles 

injectés avec la gélatine visqueuse, suggérant que l’injection de gélatine n’a pas d’effet négatif 

sur la prolifération cellulaire au sein du modèle NativeSkin®. 

Les résultats de l’immunofluorescence de la forme activée de la caspase-3 indiquent 

qu’aucune cellule n’entre en apoptose dans les modèles standards après un jour de culture. 

De la même façon, aucun signal spécifique n’est observé dans les modèles injectés avec de 

la gélatine (seul un faible marquage aspécifique est parfois observable sur certaines zones de 

la couche cornée), révélant que l’injection de gélatine n’induit pas d’apoptose dans les modèles 

de peau après 1 jour de culture (Figure 29B). 

 

L’ensemble de ces résultats suggère donc que l’injection de gélatine n’a pas d’impact 

sur la viabilité des modèles de peau ex vivo. 
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Figure 30. Schéma récapitulatif de la procédure d’obtention du modèle OncoSkin®.  
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5. Procédure d’obtention du modèle OncoSkin® 

 

L'ensemble des résultats obtenus nous a amené à valider la procédure d’implantation des 

sphéroïdes au sein du modèle NativeSkin® pour développer un modèle de mélanome ex vivo, 

appelé OncoSkin®. Ce modèle est cultivé d’une façon similaire à celle mise en œuvre dans le 

modèle NativeSkin® : les explants de peau implantés sont enrobés dans une matrice 

nourricière gélifiée et cultivés dans un insert de culture, à l’interface entre l’air et le milieu de 

culture. 

Au cours de cette procédure (schématisée en Figure 30), les sphéroïdes sont tout d’abord 

marqués à l’aide d’une sonde fluorescente cytoplasmique, afin de permettre leur identification 

dans la peau après injection sans engendrer de cytotoxicité.  

Les sphéroïdes sont ensuite enrobés dans une solution de gélatine 100 mg/mL, maintenue à 

37°C à l’état visqueux jusqu’à leur injection dans un petit volume de solution (de l’ordre de 15 

µL) dans le derme des explants de peau, à l’aide d’une seringue de 1 mL et d’une aiguille 

biseautée. 

 

Cette procédure a fait l’objet du dépôt d’un brevet le 10 février 2015, pour laquelle une 

extension PCT a été demandée en février 2016 (cf. Annexe 1). 

 

 

 Le modèle OncoSkin® a été développé en implantant un sphéroïde unique de 

cellules tumorales dans le derme d’explants de peau humaine. 

 

 Une procédure d’implantation a été spécifiquement développée pour produire le 

modèle de façon reproductible et a fait l’objet d’un dépôt de brevet. 
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Figure 31. Procédure d’analyse de la migration des cellules du sphéroïde dans les explants de peau.  

Un modèle OncoSkin® implanté avec un sphéroïde de la lignée WM-266-4 a été fixé immédiatement après 

implantation puis transparisé. Des images de la fluorescence du sphéroïde et de la peau en lumière transmise ont 

été acquises au macroscope (A). Un seuil a ensuite été appliqué sur l’image de la fluorescence du sphéroïde. A 

partir de cette image binarisée, la position de chaque particule a été récupérée et tracée sur un graphe (B). La 

distance de chaque particule détectée par rapport au centre du sphéroïde a été calculée et la distribution des 

particules en fonction de leur distance au sphéroïde a été tracée sur un histogramme (C). Barre d’échelle : 1 mm.  
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Partie 2 : Application du modèle OncoSkin® à l’étude du mélanome : 

développement de stratégies d’analyse 

 

L’objectif initialement fixé de ce projet est la commercialisation d’un modèle OncoSkin® 

permettant d’une part l’étude du mélanome et de son développement au sein de la peau, et 

d’autre part  l’évaluation du potentiel thérapeutique de candidats médicaments.  

Dans cette optique, le modèle a été développé pour permettre l’analyse de différents 

paramètres d’étude : outre les traditionnelles analyses histologiques et biochimiques pouvant 

être effectuées sur le modèle, le marquage fluorescent des sphéroïdes avant leur implantation 

et la transparisation de l’explant permet d’identifier les cellules du sphéroïde de celles de la 

peau et d’accéder à la totalité du volume du modèle Oncoskin®. Cette caractéristique rend 

possible le suivi de la dispersion des cellules du sphéroïde dans le derme des explants de 

peau, mais également celui du volume du sphéroïde au cours de sa culture dans la peau. 

 

1. Analyse de la migration des cellules tumorales à l’échelle macroscopique 

 

Durant la phase initiale de développement du modèle OncoSkin®, la réussite de l’implantation 

de sphéroïdes dans les biopsies de peau a été évaluée à l’aide d’images macroscopiques de 

la fluorescence du sphéroïde au sein des explants de peau après transparisation. Il est apparu 

au cours de ces analyses que cette technique permet d’évaluer l’intégrité de sa structure et de 

distinguer les cellules détachées du sphéroïde au cours de l’implantation. Cette méthode, 

appliquée sur des explants à différents temps après implantation, pourrait  donc permettre 

d’évaluer l’aspect général du sphéroïde mais également la migration des cellules du sphéroïde 

dans la peau. Nous avons donc caractérisé sur les images  obtenues la dispersion des cellules 

au sein des explants. 

La combinaison des images acquises en lumière transmise et en fluorescence permet tout 

d’abord de localiser le sphéroïde au sein de la biopsie (Figure 31A). L’image de la 

fluorescence peut ensuite être exploitée afin d’évaluer d’une part l’aspect général de la micro-

tumeur et de caractériser quantitativement sa circularité et son aire, et d’autre part la dispersion 

de ses cellules au sein de l’explant de peau. Une fois l’image binarisée, la position de chaque 

point de signal, correspondant à une cellule ou un amas de cellules,  peut être récupérée et 

représentée graphiquement (Figure 31B), permettant ainsi une comparaison visuelle rapide 

de la quantité et de la position des cellules ayant migré hors du sphéroïde. A partir de ces 

données, la distribution de la dispersion des cellules peut également être évaluée, 

permettant  de caractériser  les distances de migration des cellules. 
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Figure 32. Identification de la structure du derme et d’annexes cutanées dans des explants de peau 

humaine à l’aide de leur autofluorescence au SPIM.  

Des biopsies de peau ont été fixées en formaline puis transparisées. (A) Schémas de montage du SPIM (adapté 

de Huisken et al. 2004) et de l’orientation des biopsies de peau transparisées par rapport à la feuille de lumière. 

(B) Une acquisition de l’autofluorescence des fibres du derme a été réalisée sur une profondeur de 500 µm 

(excitation à 491 nm, filtre d’émission 510/20). La visualisation volumique du stack sous Imaris® est présentée. (C) 

Des sections optiques du derme, du bulbe d’un follicule pileux ( flèche : gaine épithéliale, * papille dermique, ** tige 

pilaire), d’une glande sudoripare (flèche : conduit sudoripare, tête de flèche : lumière du conduit) et d’une glande 

sébacée (tête de flèche et * : membrane et cytoplasme des cellules sécrétrices de sébum respectivement) ont 

extraites d’acquisitions au SPIM de l’autofluorescence de la peau (excitation 491 nm, filtre d’émission 510/20) et 

sont comparées à leur structure en coloration Hématoxyline et Eosine réalisée sur des coupes en paraffine de 5 

µm d’épaisseur. Barres d’échelle : 200 µm. 
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L’ensemble de ces données permet ainsi  d’obtenir rapidement des informations sur 

l’aspect général  du sphéroïde implanté et la dispersion des cellules qui le constituent 

dans le derme des explants de peau. Appliquée au cours de la culture du modèle dans des 

conditions standard ou dans le cadre de l’évaluation de l’effet d’un composé thérapeutique, 

cette méthode d’analyse pourrait permettre d’évaluer l’évolution du sphéroïde implanté dans 

des conditions standard de culture ou l’effet  d’un composé thérapeutique sur l’invasion des 

cellules tumorales dans le microenvironnement sain  et l’aire de la micro-tumeur. La simplicité 

de cette technique d’analyse rend son utilisation parfaitement possible dans le cadre d’une 

analyse de molécules thérapeutiques. 

 

2. Analyse en trois dimensions de l’évolution du volume de la micro-tumeur 

 

Une seconde technique d’analyse du modèle à l’échelle microscopique a été développée  au 

cours de ce projet, reposant sur l’imagerie des modèles OncoSkin® transparisés par 

microscopie à feuille de lumière sur un SPIM (Selective Plane Illumination Microscope) (Figure 

32A). Cette méthode a été sélectionnée parmi les différentes  techniques de microscopie 

existantes pour les possibilités car elle permet  d’imager rapidement en trois dimensions et en 

profondeur de larges échantillons avec une résolution à l’échelle cellulaire ou sub-cellulaire 

(Lorenzo et al. 2011).   

Nous avons tout d’abord évalué le potentiel de cette technologie sur des explants de peau 

transparisés puis appliqué cette technique à l’imagerie du modèle OncoSkin® afin de pouvoir 

caractériser l’évolution du volume du sphéroïde implanté avec précision. 

 

2.1 Application de la microscopie à feuille de lumière à l’imagerie d’explants de 

peau 

 

Nous avons tout d’abord évalué la faisabilité d’imager en microscopie à feuille de lumière des 

biopsies de peau humaine ex vivo.  

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’imagerie du 

derme, les sphéroïdes implantés dans le modèle OncoSkin® étant localisés dans ce 

compartiment cutané. Des biopsies de peau ont été fixées puis transparisées avant d’être 

imagées au SPIM.  Les échantillons ont été orientés de façon à ce que la feuille de lumière 

traverse le derme  des biopsies uniquement (Figure 32A). Après plusieurs tests, ce 

positionnement des biopsies s’est en effet révélé être le plus adéquat pour imager le derme 

avec une bonne résolution, l’épiderme restant plus difficile à traverser malgré sa 

transparisation. 
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Figure 33. Co-visualisation de l’autofluorescence de la peau et de la fluorescence d’un sphéroïde de 

HCT116 en 3 dimensions à l’aide du SPIM.  

Un explant de peau a été implanté avec un sphéroïde de la lignée HCT116 et fixé en formaline immédiatement 

après implantation, puis transparisé. Une double acquisition de l’autofluorescence de la peau (excitation 491 nm, 

filtre d’émission 510/20) et de la fluorescence du sphéroïde (excitation 532 nm, filtre d’émission 593 LP) a été 

réalisée au SPIM sur une profondeur de 1 mm. Une projection d’intensité maximale de cette acquisition est 

présentée (A), ainsi que des visualisations volumiques sous 2 angles d’orientation différents obtenues avec le 

logiciel Imaris®. Une segmentation de la structure du sphéroïde a été réalisée avec le logiciel Imaris® (C). Barres 

d’échelle : 200 µm.  
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Les échantillons ont été excités à 491 nm et imagés sur 500 µm de profondeur (Figure 32B). 

Sur les acquisitions réalisées, différents types de structures sont identifiables en  

autofluorescence. Tout d’abord, les différentes fibres constituant la matrice extracellulaire du 

derme présentent une autofluorescence qui leur est propre, permettant d’observer les fibres 

de collagène, assemblées en fibres larges, et les fibres élastiques, plus fines et caractérisées 

par un signal plus intense. L’image en 3 dimensions du volume de l’acquisition permet de 

visualiser l’organisation des fibres d’une façon globale. 

L’exploration du derme des explants de peau a ensuite permis d’observer différentes annexes, 

identifiables par comparaison avec des colorations H&E réalisées sur des coupes en paraffine 

(Figure 32C). Différents constituants du bulbe de follicules pileux ont ainsi été caractérisés : 

la papille dermique (Figure 32C *), localisée au centre de la structure, ne présente pas 

d’autofluorescence particulière. A l’inverse, la tige pilaire (Figure 32C **), entourant la partie 

supérieure de la papille dermique, est caractérisée par une forte autofluorescence. La gaine 

épithéliale interne est quant à elle visualisée grâce à une fluorescence plus faible. D’autres 

annexes telles que les glandes sudoripares (Figure 9.C.e) sont également visualisées en 

autofluorescence. Les conduits entrelacés présentant une cavité non fluorescente en leur 

centre sont clairement identifiables. De la même façon, la structure acinaire des glandes 

sébacées est caractérisée par un réseau présentant une autofluorescence entourant des 

alvéoles non fluorescentes, correspondant aux cellules contenant du sébum (Figure 32C). 

 

Nous avons ainsi montré qu’il est possible d’imager au SPIM le derme d’explants de 

peau humaine après transparisation et d’identifier les différentes structures qui le 

constituent à l’aide de leur autofluorescence (manuscrit en préparation).  

 

2.2 Analyse en microscopie à feuille de lumière du modèle OncoSkin® 

 

Les conditions d’imagerie d’explants de peau au SPIM ont été appliquées à l’imagerie des 

modèles OncoSkin® implantés avec un sphéroïde après transparisation (Figure 33). Le 

modèle du sphéroïde d’adénocarcinome colorectal HCT116, couramment étudié au sein de 

l’équipe, a été choisi pour réaliser cette étude. Des acquisitions ont été réalisées sur la totalité 

de l’épaisseur du sphéroïde aux longueurs d’onde 491nm pour visualiser l’autofluorescence 

de la peau et 532 nm pour visualiser le sphéroïde marqué grâce au marqueur CMTMR®. 

Cette technique permet de visualiser l’ensemble du sphéroïde et de son microenvironnement. 



Résultats Partie 2 : Développement d’une stratégie d’analyse du modèle 

 

 

111 

 

Figure 34. Combinaison des analyses macroscopique, en trois dimensions et en histologie pour étudier 

l’évolution d’un sphéroïde de la lignée HCT116 implanté.  

A. Représentation schématique des différentes phases du procédé d’analyse. B. Les analyses de la structure du 

sphéroïde implanté au macroscope et au SPIM sont réalisées sur des modèles transparisés (barres d’échelle : 1 

mm). C. Les échantillons sont ensuite dé-transparisés et inclus en paraffine. Une coloration Hématoxyline et Eosine 

(barre d’échelle : 1 mm) et une contre coloration des noyaux au DAPI (barre d’échelle : 200 µm) ont été réalisées 

sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. Sur la coloration H&E,  des pointillés rouges délimitent la structure du 

sphéroïde. 
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Par ailleurs, les piles d’images acquises peuvent être visualisées en trois dimensions, 

permettant d’évaluer la structure du sphéroïde implanté sur la totalité de son volume et 

d’observer une éventuelle déformation (Figure 33B). A partir de ces images, la structure du  

sphéroïde peut être segmentée, donnant accès à la quantification de différents paramètres de 

volume et de forme (Figure 33C). 

 

Les modèles OncoSkin® peuvent ainsi être analysés en trois dimensions à l’aide de la 

microscopie à feuille de lumière, permettant l’évaluation précise du volume et de la 

forme des sphéroïdes implantés. 

 

3. Caractérisation du devenir de la micro-tumeur en histologie 

 

Les analyses précédemment décrites du modèle OncoSkin® à l’échelle macroscopique et en 

3 dimensions fournissent des informations générales sur la morphologie du sphéroïde et  la 

migration des cellules qui le constituent, mais ne fournissent pas à elles seules d’informations 

sur la viabilité du sphéroïde ou l’expression de marqueurs spécifiques. Afin d’accéder à ces 

données, ces analyses peuvent être complétées par la caractérisation du modèle en 

histologie. 

Dans ce but, un procédé de dé-transparisation des modèles OncoSkin® a été mis au point 

afin de permettre leur inclusion en paraffine (Figure 34A). Les modèles OncoSkin® sont 

ensuite intégralement coupés en série. Le sphéroïde est identifié au sein du derme à l’aide de 

son marquage fluorescent (Figure 34C). Les coupes contenant  une section du sphéroïde 

peuvent alors être analysées en histologie, afin de caractériser la structure du sphéroïde, à 

l’aide par exemple de colorations à l’hématoxyline et éosine (Figure 34C), sa viabilité, ou 

l’expression de marqueurs spécifiques.  

 

Ce procédé permet ainsi de caractériser un même échantillon aux différentes échelles 

macroscopique, microscopique et en histologie. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Un procédé d’analyse a été développé pour permettre la caractérisation d’un même 

échantillon aux échelles macroscopique, microscopique et en histologie. 

 

 La transparisation des explants de peau a été mise au point pour permettre 

l’imagerie rapide des modèles à l’échelle macroscopique et l’imagerie du sphéroïde 

implanté en 3 dimensions.  

 

 L’imagerie de l’autofluorescence de la peau par microscopie à feuille de lumière 

permet d’explorer la structure du derme et des annexes cutanées. 
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Partie 3 : Caractérisation de la viabilité cellulaire du sphéroïde au sein du 

modèle OncoSkin® 

 

Une fois le modèle OncoSkin® développé, nous nous sommes intéressés à son évolution en 

culture, et plus particulièrement à celle du sphéroïde implanté. 

 

1. Caractérisation de la viabilité cellulaire des sphéroïdes de cellules de la lignée 

WM-266-4 implantés 

 

L’objectif final du projet est de pouvoir proposer le modèle OncoSkin® avec différentes lignées 

cellulaires ou cultures primaires. Dans le cadre du développement du modèle et de sa 

caractérisation, la lignée de mélanome humain WM-266-4 a tout d’abord été sélectionnée. Ce 

choix a été porté par différents arguments.  

Tout d’abord, cette lignée forme des sphéroïdes dans des conditions de culture simples – 

aucun supplément n’est nécessaire à leur milieu de culture en 2D pour leur permettre de 

former des sphéroïdes en puits de plaque 96 puits. 

Par ailleurs, cette lignée, issue d’une métastase cutanée, a été établie à partir du même patient 

que la lignée WM-115, établie à partir de la tumeur primaire à un stade plus précoce de la 

pathologie. Bien que ces deux lignées possèdent des profils mutationnels similaires pour les 

mutations étudiées les plus majoritairement dans le cas du mélanome (les gènes BRAF, 

CDKN2A et PTEN sont notamment mutés), il pourra être intéressant de comparer leur 

évolution au sein du modèle OncoSkin®. 

 

Afin de favoriser la viabilité du sphéroïde dans les explants de peau, nous avons choisi de 

cultiver dans un premier temps les modèles OncoSkin® avec le milieu de culture habituel des 

sphéroïdes, c’est-à-dire le milieu DMEM complémenté avec 10 % de SVF, plutôt que le milieu 

des modèles NativeSkin®, qui ne contient pas de sérum et ne permet pas la croissance des 

sphéroïdes in vitro (résultats non présentés).  

 

La viabilité du sphéroïde au sein du modèle OncoSkin® a été évaluée en duplicats sur 3 

expériences indépendantes durant sept jours de culture au moyen de différentes techniques 

en histologie : 

- L’évaluation de la structure du sphéroïde à l’aide d’une coloration à l’hématoxyline et 

éosine 

- L’évaluation de la prolifération des cellules du sphéroïde avec le marqueur Ki67 
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Figure 35. Evolution de la structure du modèle OncoSkin® en culture.  

Les modèles OncoSkin® implantés avec un sphéroïde de la lignée WM-266-4 ont été cultivés 0, 1, 3 ou 7 jours 

puis fixés en formaline et inclus en paraffine. Une coloration à l’hématoxyline et éosine a été réalisée sur des coupes 

de 10 µm d’épaisseur. A. Les pointillés rouges délimitent le contour des sphéroïdes implantés. B. Les rectangles 

rouges entourent une zone du sphéroïde sur laquelle un zoom est effectué pour permettre d’observer la 

morphologie des cellules. C. Les têtes de flèche pointent des noyaux pycnotiques, tandis que les flèches soulignent 

les interstices au sein du sphéroïde et entre le sphéroïde et le derme des explants. 
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- L’évaluation de la mortalité cellulaire au sein du sphéroïde avec un marqueur 

d’apoptose, la Caspase-3 active 

Pour chacun de ces paramètres, les résultats obtenus sur un réplicat représentatif de l’état du 

sphéroïde sont présentés (Figures 35 à 37). 

 

1.1 Evaluation de la structure du sphéroïde 

 

Les colorations Hématoxyline et Eosine réalisées mettent tout d’abord en évidence la 

présence systématique d’un sphéroïde dans le derme des modèles analysés immédiatement 

après implantation (Figure 35). Des résidus de gélatine, marqués par une coloration violette, 

sont systématiquement visibles dans les modèles fixés le jour de l’implantation. Leur répartition 

semble homogène dans le derme des explants et n’empêche pas le sphéroïde implanté d’être 

au contact de la peau.  

Les cellules des sphéroïdes fixés après leur implantation (Figure 35, jour 0) présentent une 

morphologie normale : leur cytoplasme est visible et homogène autour des noyaux, marqués 

d’une coloration violette plus prononcée. Par ailleurs, aucun espace vide n’est observable au 

sein du sphéroïde. Ces différents éléments morphologiques indiquent que le sphéroïde est 

intègre et viable après implantation.  

Après un jour de culture (Figure 35, jour 1), l’analyse visuelle de la structure des sphéroïdes 

montre un changement important de la morphologie des cellules qui le constituent : leurs 

cytoplasmes sont moins visibles et semblent rétractés, et la majorité des noyaux arbore une 

coloration plus foncée et paraît plus condensée. Ces changements morphologiques sont 

caractéristiques du phénomène de pycnose, survenant lors de la mort des cellules.  

Par ailleurs, la structure du sphéroïde semble également perdre son intégrité : les images des 

colorations révèlent la présence d’interstices entre le sphéroïde et le derme d’une part, et de 

fentes au sein de la structure même du sphéroïde d’autre part. Ces artefacts sont induits par 

le procédé de déshydratation et d’inclusion en paraffine des échantillons et particulièrement 

exacerbés lorsque ceux-ci sont fragilisés. L’observation de ce changement de structure 

semble donc indiquer que le sphéroïde se dégrade dans le derme des explants de peau.  

Ces différents phénomènes sont également observables de façon similaire après 3 et 7 jours 

de culture des modèles OncoSkin® (Figure 35, jours 3 et 7). 

De plus, après 7 jours de culture, la structure générale du sphéroïde apparaît plus claire que 

sur les autres points de la cinétique, semblant indiquer une densité cellulaire plus faible au 

sein de sa structure (Figure 35, jour 7). 
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Figure 36. Evaluation de la prolifération des cellules du sphéroïde implanté en culture.  

Les modèles OncoSkin® implantés avec un sphéroïde de la lignée WM-266-4 ont été cultivés 0, 1, 3 ou 7 jours 

puis fixés en formaline et inclus en paraffine. Le marquage de Ki67 en immunofluorescence a été réalisé sur des 

coupes de 10 µm d’épaisseur. A. Gauche : fluorescence du CMTMR permettant de visualiser le sphéroïde. Milieu : 

Immunofluorescence anti-Ki67. Droite : Signal de fluorescence correspondant au marqueur Ki67 (rouge), les 

noyaux sont visualisés grâce à un marquage avec du DAPI (bleu). B. Le graphe représente le pourcentage de 

cellules WM266-4 Ki67 positives. Chaque point correspond à une coupe d’un sphéroïde différent et la moyenne et 

l’écart à la moyenne sont représentés. Barre d’échelle : 200 µm.  
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L’ensemble de ces observations suggère une altération de la viabilité des sphéroïdes 

implantés : ceux-ci perdent en effet très rapidement l’intégrité de leur structure, et une 

grande partie des cellules qui les constituent semble ne pas survivre.   

 

Enfin, il est également intéressant de noter qu’au cours de chaque expérience conduite, les 

sphéroïdes subissent une déformation systématique de leur structure : de forme circulaire au 

moment de leur implantation, elle s’aplatit une fois les sphéroïdes cultivés dans les modèles 

OncoSkin®. Cette déformation s’effectue toujours parallèlement à l’épiderme. Ce phénomène 

est visible de façon légère dès un jour de culture, et semble s’accentuer avec des temps de 

culture plus longs. 

 

1.2 Evaluation de la prolifération des cellules du sphéroïde 

 

L’étude de l’expression du marqueur de prolifération Ki67 semble cohérente avec les 

phénomènes observés sur la coloration Hématoxyline et Eosine (Figure 36). 

Immédiatement après implantation, un grand nombre de cellules positives pour Ki67 est 

détecté au sein du sphéroïde, indiquant que le sphéroïde est viable et que la majorité des 

cellules qui le constituent prolifèrent au moment de son implantation (Figure 36A, jour 0). 

Cependant, après 1 jour de  culture, une diminution de l’intensité du marquage est observée. 

Cette observation suggère une perte de la prolifération des cellules du sphéroïde. Après 3 

jours de culture, seulement un nombre réduit de cellules est encore faiblement marqué. Après 

7 jours de culture, plus aucune cellule marquée n’est détectée (Figure 36A, jours 1, 3 et 7). 

Ces observations semblent donc indiquer que les cellules du sphéroïde perdent rapidement 

leur capacité à proliférer dans le modèle OncoSkin®.  

 

La quantification du nombre de cellules positives au sein du sphéroïde confirme ces 

observations : environ 30% des cellules du sphéroïde sont marquées immédiatement après 

implantation. Ce ratio chute rapidement à 20% après 1 jour de culture, pour atteindre moins 

de 10% après 3 jours. Après 7 jours de culture, plus aucune cellule n’est marquée (Figure 

36B). Ces résultats permettent donc de conclure que les cellules du sphéroïde cessent 

très rapidement de proliférer après leur implantation.  
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Figure 37. Evaluation de l'expression de la caspase-3 dans les cellules du sphéroïde implanté en culture.  

Les modèles OncoSkin® implantés avec un sphéroïde de la lignée WM-266-4 ont été cultivés 0, 1, 3 ou 7 jours 

puis fixés en formaline et inclus en paraffine. Le marquage de la forme active de la caspase-3 en 

immunofluorescence a été réalisé sur des coupes en paraffine de 10 µm d’épaisseur. A. Gauche : fluorescence du 

CMTMR permettant de visualiser le sphéroïde. Milieu : Immunofluorescence anti-caspase-3 active. Droite : Signal 

de fluorescence correspondant au marqueur caspase-3 active (rouge), les noyaux sont visualisés grâce à un 

marquage avec du DAPI (bleu). B. Le graphe représente le pourcentage de cellules WM-266-4 caspase-3 active 

positives dans les 5 assises cellulaires périphériques. Chaque point correspond à une coupe d’un sphéroïde 

différent et la moyenne et l’écart à la moyenne sont représentés. Barre d’échelle : 200 µm. 
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1.3 Evaluation de la mortalité cellulaire au sein du sphéroïde 

 

L’analyse de l’expression de la forme active de la caspase-3 en immunofluorescence au sein 

des cellules du sphéroïde implanté indique qu’au moment de l’implantation, seulement 

quelques cellules du sphéroïde apparaissent marquées (Figure 37). Après seulement 1 jour 

de culture du modèle OncoSkin®, un signal plus important est détecté, principalement au 

niveau des cellules situées à la périphérie du sphéroïde et en contact direct avec la peau. Ce 

marquage de la couronne extérieure du sphéroïde est également observable après 3 et 7 jours 

de culture des modèles. Quelques cellules détachées du sphéroïde, identifiées à l’aide de leur 

marquage cytoplasmique au CMTMR, sont détectées après 7 jours de culture. Ces cellules 

expriment également la caspase-3 active (Figure 37A, jours 1, 3 et 7). 

Une quantification du nombre de cellules marquées au niveau de la couronne extérieure des 

sphéroïdes a été réalisée. Pour cela, les cellules des 5 assises cellulaires le plus périphériques 

ont été prises en compte. Immédiatement après implantation, aucun marquage n’est détecté 

dans les couches périphériques des sphéroïdes.  Après 1 jour de culture, environ 15% de ces 

cellules présentent un marquage positif. Le pourcentage de cellules positives au marquage ne 

cesse ensuite d’augmenter, jusqu’à s’étendre à plus de 30% des cellules de la périphérie des 

sphéroïdes (Figure 37B). 

Ces résultats semblent indiquer que les sphéroïdes implantés entrent en apoptose 

après seulement 24h de culture. Ce phénomène n’a jamais été observé sur les 

sphéroïdes contrôle maintenus en culture dans des puits de plaque 96 puits (résultats 

non montrés). 
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Figure 38. Evaluation de la structure des sphéroïdes de différentes lignées dans le modèle OncoSkin® non 

cultivé.  

Des sphéroïdes de la lignée WM-115, de la lignée HCT116, de kératinocytes primaires NHEK et de kératinocytes 

et mélanocytes primaires NHEK / NHEM ont été implantés dans des explants de peau. Les modèles OncoSkin® 

ont été fixés en formaline immédiatement après implantation avant d’être inclus en paraffine. Une coloration à 

l’hématoxyline et éosine a été effectuée sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. A. Les pointillés rouges délimitent 

le contour des sphéroïdes implantés. B. Les rectangles rouges entourent une zone du sphéroïde sur laquelle C. un 

zoom est effectué pour permettre d’observer la morphologie des cellules. 
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2. Evaluation de la viabilité de sphéroïdes des lignées de mélanome WM-115, 

d’adénocarcinome colique HCT116 et de cellules primaires de  kératinocytes et 

de mélanocytes après implantation 

 

Nous nous sommes interrogés sur le caractère spécifique des résultats obtenus avec la lignée 

de WM-266-4. Afin de déterminer si seule cette lignée perd sa viabilité une fois implantée dans 

le modèle OncoSkin®, celui-ci a été produit à partir d’autres lignées ou cultures cellulaires : 

des sphéroïdes de la lignée de mélanome non métastasique WM-115, d’adénocarcinome 

colique HCT116, et de cultures primaires de kératinocytes normaux NHEK ou kératinocytes et 

mélanocytes primaires NHEK / NHEM ont ainsi été implantés et analysés immédiatement 

après implantation, ou après 3 jours de culture. Ce second point de cinétique a été fixé à partir 

des résultats précédemment obtenus avec la lignée WM-266-4 : la perte de prolifération des 

cellules du sphéroïde et l’apoptose massives des couches périphériques y sont 

particulièrement observables, et la peau montre toujours des signes de viabilité. 

 

Les colorations à l’hématoxyline et éosine réalisées sur chaque modèle immédiatement après 

implantation révèlent tout d’abord la présence d’un sphéroïde dans le derme de chaque 

modèle (Figure 38). La morphologie des cellules de ces sphéroïdes semble révéler leur 

intégrité : les cytoplasmes ne sont pas rétractés, les noyaux ne semblent pas particulièrement 

rétractés. Par ailleurs, aucun interstice n’est observable au sein des sphéroïdes. Un espace 

est marqué entre le sphéroïde et le derme des biopsies de peau, suggérant que ces 

sphéroïdes récemment implantés ne se sont pas encore intégrés dans la structure de la peau. 

Ces résultats semblent donc indiquer que les sphéroïdes de chacun des différents types 

cellules implantés sont intègres et viables au moment de leur implantation. Ces observations 

confirment par ailleurs la possibilité de produire un modèle OncoSkin® avec des sphéroïdes 

de différents types cellulaires. 
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Figure 39. Evolution de de la structure des sphéroïdes de différentes lignées dans le modèle OncoSkin® 

cultivé 3 jours.  

Les modèles OncoSkin® implantés avec des sphéroïdes de la lignée WM-115, de la lignée HCT116, de 

kératinocytes primaires NHEK et de kératinocytes et mélanocytes primaires NHEK / NHEM ont été cultivés 3 jours 

puis fixés en formaline et inclus en paraffine. Une coloration à l’hématoxyline et éosine a été effectuée sur des 

coupes de 10 µm d’épaisseur. A. Les pointillés rouges délimitent le contour des sphéroïdes implantés. B. Les 

rectangles rouges entourent une zone du sphéroïde sur laquelle C. un zoom est effectué pour permettre d’observer 

la morphologie des cellules. 
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L’analyse histologique des modèles fixés après 3 jours de culture révèle des changements 

morphologiques importants et similaires à ceux observés lors de l’implantation de sphéroïdes 

de la lignée WM-266-4 (Figure 39), et ce pour chacun des types cellulaires implantés : les 

noyaux des cellules des sphéroïdes de WM-115 et HCT116 apparaissent rétractés et 

condensés, montrant des signes de pycnose.  Les nombreux interstices visibles dans la 

structure des sphéroïdes révèlent par ailleurs leur perte de cohésion. Les noyaux des 

sphéroïdes de kératinocytes primaires NHEK présentent quant à eux une morphologie 

similaire à celle des sphéroïdes analysés immédiatement après implantation, mais de 

nombreux interstices sont observables au sein de leur structure. Enfin, seules quelques 

cellules de la périphérie des sphéroïdes mixtes NHEK / NHEM sont observables sur les coupes 

des modèles, le centre des sphéroïdes s’étant détaché du reste du modèle, laissant supposer 

que ces sphéroïdes sont très fragilisé et probablement constitués à ce stade essentiellement 

de cellules mortes. 

 

Ces résultats ont été complétés par l’analyse de l’expression de marqueurs de prolifération et 

d’apoptose en immunofluorescence dans le cas de la lignée HCT116 uniquement, au cours 

de 2 expériences menées de façon indépendante (Figure 40).  

Immédiatement après implantation, 20% des cellules des sphéroïdes expriment en moyenne 

le marqueur de prolifération Ki67. Ces cellules sont majoritairement situées à la périphérie du 

sphéroïde. Aucune cellule n’est positive pour la forme active de la caspase-3, indiquant 

qu’aucune d’elles n’est apoptotique. Après 3 jours de culture, moins de 10% des cellules 

expriment encore le marqueur Ki67, tandis que 40% des cellules des assises cellulaires 

périphériques des sphéroïdes expriment un signal important pour la forme active de la 

caspase-3. Ces résultats indiquent donc que les cellules des sphéroïdes de HCT116 ne 

prolifèrent plus après 3 jours de culture dans le modèle OncoSkin®. De plus, les cellules des 

couches extérieures des sphéroïdes entrent en apoptose. 

Ces résultats confirment donc la perte de viabilité rapide des sphéroïdes de HCT116 après 

implantation, supposée après l’analyse des colorations Hématoxyline et Eosine. 

 

L’ensemble de ces résultats suggère que les différents types cellulaires implantés 

subissent  la même perte de viabilité que les WM-266-4 durant leur culture modèle 

OncoSkin®. Ce phénomène ne semble donc pas être spécifique à une lignée cellulaire. 

Toutefois, les expériences ayant mené à ces résultats n’ont été conduites qu’une fois dans le 

cas des WM-115, NHEK et NHEK / NHEM et nécessiteraient d’être reproduites et complétées  
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Figure 40. Caractérisation de l’expression des marqueurs de prolifération et d’apoptose Ki67 et caspase-3 

dans les sphéroïdes HCT116 implantés.  

Les modèles OncoSkin® implantés avec un sphéroïde de la lignée HCT116 ont été cultivés 0 ou 3 jours puis fixés 

en formaline et inclus en paraffine. Les marquages de Ki67 A. et de la caspase-3 active C. en immunofluorescence 

ont été réalisés sur des coupes en paraffine de 10 µm d’épaisseur. B. Le graphe représente le pourcentage de 

cellules WM-266-4 Ki67 positives évalué sur la totalité des cellules des sphéroïdes. Chaque point correspond à 

une coupe d’un sphéroïde différent et la moyenne et l’écart à la moyenne sont représentés. D. Le graphe représente 

le pourcentage de cellules WM-266-4 caspase-3 active positives dans les 5 assises cellulaires périphériques. 

Chaque point correspond à une coupe d’un sphéroïde différent et la moyenne et l’écart à la moyenne sont 

représentés. Barre d’échelle 200 µm.
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par l’analyse de marqueurs de prolifération et d’apoptoses afin de confirmer ces premières 

observations. 

 

La caractérisation du modèle au cours du temps en histologie a mis en évidence une 

diminution rapide de la prolifération des cellules du sphéroïde et l’apoptose massive 

des cellules situées à sa périphérie. Ces résultats ont été observés de façon similaire 

avec différents types cellulaires. 

 

Parmi les différents scénarii envisagés quant à l’évolution du sphéroïde implanté dans le 

modèle OncoSkin®, nous n’avions pas formulé l’hypothèse que les cellules qui le constituent 

rentreraient aussi massivement en apoptose.  

Afin de mieux comprendre ce phénomène inattendu, mon travail a par la suite consisté à tenter 

d’identifier les facteurs pouvant être impliqués dans la mortalité des sphéroïdes implantés. 

 

 

 Les sphéroïdes implantés dans le modèle OncoSkin® perdent rapidement leur 
capacité à proliférer et une apoptose massive est observée au niveau des cellules de 
leur périphérie. 
 

 Ces résultats ont été observés de façon similaire avec différents types cellulaires.  
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Figure 41. Comparaison de la morphologie et de la viabilité de sphéroïdes de WM-266-4  implantés dans 
différentes solutions 3 jours après implantation.  

Des sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été implantés dans des explants de peau en utilisant les solutions 

indiquées. Les explants ont ensuite été maintenus en culture pendant 3 jours puis fixés et inclus en paraffine. A. 

Coloration H&E sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. B. Signal de fluorescence correspondant au marqueur 

CMTMR (haut, violet) et au marquage en immunofluorescence de la Caspase-3 (milieu, niveaux de gris). Les 

noyaux sont visualisés par un marquage au DAPI (bas, bleu) (barre d’échelle : 200 µm). 
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Partie 4 : Evaluation de l’impact des facteurs environnementaux sur 

l’évolution du sphéroïde dans le modèle OncoSkin® 

 

Différentes hypothèses ont été formulées afin de déterminer les facteurs à l’origine de la 

mortalité observée dans les sphéroïdes après leur implantation dans le modèle OncoSkin®. 

L’impact de différents paramètres développé ci-dessous a été évalué sur la lignée WM-266-4 

après 3 jours de culture des modèles OncoSkin®. 

 

1. Impact des conditions d’implantation 

 

La technique d’implantation précédemment développée a tout d’abord été remise en question. 

En particulier, nous avons étudié l’impact de deux paramètres pouvant être impliqués dans la 

perte de viabilité des sphéroïdes : 

- la solution d’implantation 

- la taille des sphéroïdes implantés 

 

1.1 Impact de la solution d’implantation 

 

Afin d’évaluer l’impact potentiel de la gélatine sur la viabilité des sphéroïdes dans le modèle 

OncoSkin®, des sphéroïdes ont été implantés dans des solutions de gélatine 100 mg/mL, 

d’agarose Low-Melting 1% ou de PBS, puis les modèles ont été maintenus en culture pendant 

3 jours (Figure 41). 

L’analyse des colorations H&E réalisées sur des modèles cultivés trois jours suggère une perte 

de viabilité similaire dans les trois conditions testées (Figure 41A). Dans chaque cas, les 

cellules du sphéroïde montrent des signes importants de pycnose et la perte de l’intégrité de 

la structure du sphéroïde est visible. On observe également de façon intéressante que dans 

le cas de l’implantation en agarose 1%, le sphéroïde reste emprisonné dans la solution 

d’agarose, qui n’a pas été dégradée ou diluée au cours de la culture. Le sphéroïde n’est donc 

pas au contact de la peau, mais présente les mêmes changements morphologiques que ceux 

directement en contact avec les fibres du derme (Figure 41A). 

Ces premières observations ont été confirmées par le marquage en immunofluorescence de 

la forme active de la caspase-3 (Figure 41B) : dans chacune des trois conditions, un 

marquage massif des cellules de la périphérie des sphéroïdes est détecté, indiquant que les 

cellules des sphéroïdes entrent en apoptose indépendamment de la solution dans laquelle ils 

sont implantés. 

  



Résultats Partie 4 : Impact de facteurs environnementaux sur la viabilité du sphéroïde 

 

 

129 

 

Figure 42. Caractérisation de la morphologie de petits sphéroïdes de WM-266-4 3 jours après implantation.  

Des sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été implantés dans des biopsies de peau après 4 jours de culture (300 

µm de diamètre). Immédiatement après implantation ou après 3 jours de culture, les modèles OncoSkin® obtenus 

ont été fixés en formaline puis inclus en paraffine. Une coloration H&E a été réalisée sur des coupes de 10 µm 

d’épaisseur. Les pointillés rouges délimitent le contour des sphéroïdes implantés. Les rectangles rouges entourent 

une zone du sphéroïde sur laquelle un zoom a été effectué. Barres d’échelle : 200 µm. 
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Ces résultats suggèrent donc que la solution d’implantation des sphéroïdes n’est pas 

à l’origine de la mortalité observée au sein des sphéroïdes implantés. 

 

1.2 Impact de la taille des sphéroïdes 

 

Au cours de la croissance de sphéroïdes en suspension, leur volume augmente et leur 

structure évolue en terme d’organisation cellulaire: les gradients de prolifération et 

d’accessibilité des nutriments sont moins prononcés dans des petits sphéroïdes que dans des 

plus grands. Les travaux réalisés dans l’équipe suggèrent également que les contraintes 

mécaniques s’exerçant au sein des sphéroïdes sont également différentes selon leur 

croissance (données non publiées).  

Dans les travaux présentés précédemment, les sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été 

implantés 7 jours après leur production lorsqu’ils mesurent environ 800 µm de diamètre. Afin 

d’évaluer l’impact de la taille des sphéroïdes sur leur viabilité après implantation, des 

sphéroïdes cultivés seulement 4 jours ont été implantés alors qu’ils mesuraient environ 300 

µm de diamètre (Figure 42). L’analyse de la morphologie de ces modèles en coloration H&E 

révèle un manque de cohésion des sphéroïdes dès le jour de leur implantation : de nombreux 

interstices sont observables au sein de leur structure. Après trois jours de culture, la structure 

du sphéroïde reste similaire à celle observée immédiatement après implantation. Certains 

noyaux situés en périphérie du sphéroïde semblent par ailleurs être plus condensés, indiquant 

une possible pycnose. 

Ces observations morphologiques semblent suggérer que les sphéroïdes de plus petite taille 

sont moins structurés que ceux habituellement implantés, ce qui pourrait les rendre plus 

fragiles au procédé d’implantation. Il est difficile de conclure sur l’évolution de la viabilité de 

ces sphéroïdes après implantation étant donnée leur perte d’intégrité au moment de 

l’implantation. 

Ces résultats suggèrent qu’il est préférable d’implanter des sphéroïdes de taille 

importante afin d’éviter la fragilisation de leur intégrité au moment de leur implantation. 

 

D’après les différents résultats obtenus, aucun des deux paramètres évalués ne semble 

être spécifiquement à l’origine de la mortalité observée au sein des sphéroïdes 

implantés. 
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Figure 43. Impact des facteurs sécrétés par les modèles implantés sur la croissance des sphéroïdes de 

WM-266-4.  

A. Schéma présentant les conditions de culture des modèles OncoSkin® pour l’obtention des milieux conditionnés 

et la chronologie de l’expérience. B. Des sphéroïdes de 7 jours de la lignée WM-266-4 ont été cultivés 3 jours en 

plaque 96 puits dans leur milieu de culture (Contrôle), avec du milieu conditionné par des modèles OncoSkin® 

(OncoSkin 24h ou 48h) ou des biopsies implantées en flottaison pendant 24h ou 48h (Flottaison 24h ou 48h). Les 

images représentent les sphéroïdes après 3 jours de culture dans chacune de ces conditions. Le graphe présente 

le rapport des aires des sphéroïdes après 3 jours (J3) / aire au temps initial de l’expérience (J0). Chaque point 

correspond à un sphéroïde, la moyenne et l’écart à la moyenne des valeurs sont également présentés. Barre 

d’échelle : 200 µm. 
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2. Impact des facteurs sécrétés par le modèle OncoSkin® 

 

Une hypothèse est que l’arrêt de prolifération et la mortalité cellulaire par apotose observés 

dans les jours qui suivent l’implantation soient la conséquence de l’action de facteurs sécrétés 

par les cellules du derme après l’implantation.  

Afin de tester cette hypothèse, des sphéroïdes ont été cultivés dans leur milieu de culture 

habituel préalablement conditionné au contact de biopsies de peau implantées avec un 

sphéroïde de la lignée WM-266-4. 

Deux conditions différentes ont été mises en place pour conditionner les milieux de culture. 

Dans une première condition, le milieu de culture d’un modèle OncoSkin® a été prélevé 24h 

ou 48h après implantation.  

Les modèles OncoSkin® sont cultivés selon le même procédé que les modèles 

NativeSkin® développés par la société Genoskin (Figure 43A) : les biopsies de peau 

implantées sont incluses dans une matrice gélifiée qui enrobe le derme et maintient l’épiderme 

à l’interface de l’air. Cette matrice est coulée dans un insert de culture qui est déposé en 

suspension dans un puits, au contact du milieu de culture.  

Afin de s’affranchir d’éventuels problèmes de diffusion et/ou de dilution des facteurs sécrétés 

au-travers de la matrice et de la paroi de l’insert jusqu’au milieu, la deuxième condition 

correspond à un milieu conditionné par un explant de peau implanté et maintenu en culture 

directement en flottaison. Le milieu est prélevé après 24h ou 48h (Figure 43A).  

Une fois les différents milieux conditionnés produits, des sphéroïdes de 7 jours ont été remis 

en culture dans un volume identique pour chaque condition, pendant trois jours de culture. 

Les images en lumière transmise acquises après trois jours de culture révèlent une 

augmentation significativement moins importante de l’aire projetée des sphéroïdes cultivés en 

milieux conditionnés que les sphéroïdes contrôles, sans que leur croissance soit toutefois 

totalement interrompue (Figure 43B).  

Dans les deux conditions expérimentales testées, les milieux conditionnés durant 48h ont un 

impact plus important sur la croissance des sphéroïdes (augmentation d’aire d’un rapport de 

3,2 contre 3,6 et de 2,5 contre 3,1 dans le cas des modèles OncoSkin® et en flottaison 

respectivement). Par ailleurs, les milieux conditionnés par les biopsies implantées en flottaison 

ont un impact beaucoup plus important sur la croissance des sphéroïdes que ceux produits 

avec les modèles OncoSkin® (augmentation de leur aire 3,1 fois contre 3,6 fois et 2,5 fois 

contre 3,2 fois avec 24h et 48h de conditionnement respectivement). Ces observations 

suggèrent que les explants de peau implantés produisent des facteurs sécrétés qui inhibent la 

croissance des sphéroïdes. Les différences observées en fonction des conditions 

expérimentales et des durées de conditionnement des milieux vont également dans le sens 

de cette hypothèse avec un effet plus important à 48h et des milieux conditionnés par les 
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Figure 44. Caractérisation en histologie de l’effet des sécrétions des modèles OncoSkin® sur les 

sphéroïdes de WM-266-4.  

Les sphéroïdes cultivés 3 jours dans du milieu standard ou conditionné ont été fixés en formaline et inclus en 

paraffine. A. Coloration H&E réalisée sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. Les têtes de flèches pointent les 

cellules pycnotiques. Barre d’échelle : 100 µm. B. Marquage de Ki67 en immunofluorescence réalisé sur des 

coupes de 10 µm d’épaisseur. Haut : Signal de fluorescence correspondant au marquage en immunofluorescence 

de Ki67 (niveaux de gris). Bas : Les noyaux sont visualisés par un marquage au DAPI (bleu), le marquage Ki67 

apparaît en rouge. Barre d’échelle : 200 µm. 
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 explants en flottaison qui pourrait être la conséquence d’une présence de facteurs sécrétés 

plus importante.  

Enfin, une couronne de cellules détachées est également observable autour des sphéroïdes 

cultivés 3 jours dans le milieu conditionné 48h par les biopsies en flottaison, suggérant une 

mortalité de ces cellules. La structure de ces sphéroïdes reste toutefois préservée, indiquant 

que cette mortalité pourrait être limitée aux couches périphériques des sphéroïdes (Figure 

43B).  

Ces différentes observations laissent à penser que les sécrétions de la peau ont un impact 

délétère sur la croissance des sphéroïdes, en touchant en particulier les cellules des assises 

extérieures, sans toutefois engendrer de perte de structure ou de mortalité massive.  

La conservation de la structure des sphéroïdes a été confirmée à l’aide d’une coloration H&E 

réalisée sur des coupes en paraffine (Figure 44A) : les sphéroïdes de chacune des différentes 

conditions présentent une structure cohésive. Sur les coupes, il est possible d’observer que la 

morphologie des cellules situées à la périphérie des sphéroïdes cultivés en milieu conditionné 

par les biopsies implantées en flottaison durant 48h est différente de celles des autres 

conditions : la rétractation de leurs noyaux, associée au gonflement de leurs cytoplasmes, 

pourrait révéler leur mortalité. 

Afin d’analyser si la différence de croissance observée était la conséquence d’une différence 

de prolifération cellulaire au sein des sphéroïdes, une immunofluorescence du marqueur de 

prolifération Ki67 a été réalisée sur des coupes en paraffine de ces différents sphéroïdes 

(Figure 44B). Le marquage obtenu sur les sphéroïdes contrôles est limité aux cellules des 

assises cellulaires les plus périphériques des sphéroïdes, ce qui est cohérent avec la taille 

qu’ils ont atteinte à l’issue de la culture. Les coupes de sphéroïdes cultivés en milieu 

conditionné 24h ou 48h par les modèles OncoSkin® présentent un marquage plus intense et 

sur un nombre plus important d’assises cellulaires que les sphéroïdes contrôle. Cette 

observation peut être liée à la différence de taille des sphéroïdes entre les deux conditions. En 

revanche, les sphéroïdes cultivés en présence du milieu conditionné par les biopsies en 

flottaison présentent un nombre plus faible de cellules marquées que les sphéroïdes contrôles 

et OncoSkin®. Ces résultats montrent que le milieu conditionné par les biopsies en flottaison 

a un effet anti-prolifératif, suggérant que des facteurs sécrétés par les explants de peau 

implantés inhibent la prolifération des cellules WM266-4 au sein des sphéroïdes. Aucune 

analyse quantitative n’a été réalisée afin d’appuyer ces observations, ces résultats 

préliminaires n’ayant été obtenus qu’au cours d’une seule expérience.  

 

 

  



Résultats Partie 4 : Impact de facteurs environnementaux sur la viabilité du sphéroïde 

 

 

135 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. Impact de la contrainte mécanique sur la croissance des sphéroïdes de WM-266-4.  

Des sphéroïdes de 7 jours de la lignée WM-266-4 ont été enrobés en agarose Low-melting 1%, 2%, 3% ou 4% ou 

laissés en culture (Contrôle) et cultivés 3 jours. Les images représentent les sphéroïdes après 3 jours de culture 

dans chacune de ces conditions. Le graphe présente le rapport des aires des sphéroïdes après 3 jours (J3) / aire 

au temps initial de l’expérience (J0). Chaque point correspond à un sphéroïde, la moyenne et l’écart à la moyenne 

des valeurs sont également présentés. Barre d’échelle : 200 µm.  
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Le marquage de la forme active de la caspase-3 en immunofluorescence a également été 

réalisé et n’a révélé aucune cellule apoptotique dans aucune des différentes conditions 

étudiées (résultats non présentés). 

 

 

L’ensemble de ces résultats suggère donc que des facteurs sécrétés par les biopsies 

de peau implantées ralentissent la croissance des sphéroïdes sans toutefois induire 

d’apoptose massive ni de perte de leur structure. Aucune analyse n’ayant été réalisée 

sur les cellules de la périphérie s’étant détachées des sphéroïdes au cours de leur 

culture, il n’est pas possible de conclure de façon certaine sur leur mortalité. 

Ces résultats restent préliminaires et nécessiteraient d’être confirmés sur d’autres expériences 

indépendantes puis approfondis.  

 

3. Impact de la contrainte mécanique sur la viabilité des sphéroïdes 

 

Dans les modèles OncoSkin®, il a précédemment été observé que les sphéroïdes subissaient 

rapidement une déformation importante, qui pourrait être la conséquence d’une adaptation à 

la contrainte mécanique induite par le derme environnant après implantation (Figure 35).  

Afin d’évaluer l’impact que pourrait avoir ce stress mécanique sur la viabilité cellulaire au sein 

des sphéroïdes, des sphéroïdes ont été enrobés dans des solutions d’agarose Low-Melting 

Point de concentrations variant de 1 à 4%. Une fois ces solutions solidifiées, des cylindres 

d’agarose de 11 mm de diamètre et de 3 mm d’épaisseur (dimensions similaires à celles des 

explants de peau)  contenant les sphéroïdes ont été prélevés et cultivés durant 3 jours. 

Des images en lumière transmises acquises après 3 jours de culture révèlent tout d’abord une 

diminution de l’aire des sphéroïdes d’autant plus importante que la concentration d’agarose 

est élevée (Figure 45).  

L’analyse de l’organisation cellulaire sur des coupes histologiques révèle une altération de 

l’organisation des sphéroïdes en fonction de la concentration d’agarose utilisée (Figure 46A) : 

les sphéroïdes de la condition contrôle présentent une périphérie moins structurée que ceux 

cultivés dans 1 et 2% d’agarose. Pour chacune de ces 3 conditions, l’observation de la 

morphologie des cellules ne révèle pas de perte de viabilité ni de cohésion. En revanche, les 

sphéroïdes cultivés en agarose 3% montrent une perte de cohésion, révélée par les nombreux 

interstices observables au sein de leur structure.  

Cette perte de cohésion est encore accentuée dans 4% d’agarose et semble être associée à 

une diminution de la densité cellulaire des sphéroïdes et une rétractation des noyaux des 

cellules qui les composent, indiquant potentiellement leur perte de viabilité. L’analyse en 

immunofluorescence du marqueur de prolifération Ki67 révèle une expression par les cellules  
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Figure 46. Caractérisation en histologie de l’effet de la contrainte mécanique sur les sphéroïdes de WM-

266-4.  

Les sphéroïdes cultivés 3 jours en agarose ou de façon standard ont été fixés en formaline et inclus en paraffine. 

A. Coloration H&E réalisée sur des coupes de 10 µm d’épaisseur (barre d’échelle : 200 µm). Les rectangles rouges 

entourent une zone du sphéroïde sur laquelle un zoom a été effectué (barre d’échelle : 100 µm). B. Marquage de 

Ki67 en immunofluorescence réalisé sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. Haut : Signal de fluorescence 

correspondant au marquage en immunofluorescence de Ki67 (niveaux de gris). Bas : Les noyaux sont visualisés 

par un marquage au DAPI (bleu), le marquage Ki67 apparaît en rouge. Barre d’échelle : 200 µm.  
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des assises périphériques des sphéroïdes. Un profil similaire est observé dans toutes les 

conditions, à l’exception des sphéroïdes cultivés en agarose 4%, qui semblent présenter un 

marquage plus faible et limité à un nombre de cellules moins important (Figure 46B). 

Ces résultats n’ont pas été appuyés par une quantification, l’expérience n’ayant pas été 

reproduite plusieurs fois de façon indépendante. 

De façon étonnante, une analyse de l’induction d’apoptose par immunofluorescence anti-

capase3 n’a révélé aucune expression de la forme active de la caspase-3 au sein des 

sphéroïdes des différentes conditions, suggérant que la culture des sphéroïdes dans les 

différentes concentrations d’agarose n’induit pas de mort cellulaire par apoptose (résultats non 

présentés). 

 

Ces résultats préliminaires semblent donc indiquer que sous l’effet d’une contrainte 

mécanique importante, les sphéroïdes de la lignée WM-266-4 présentent une perte de 

cohésion de leur structure et une diminution de prolifération, mais ne subissent pas de 

mortalité par apoptose.    
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Figure 47. Caractérisation morphologique des sphéroïdes de WM-266-4 implantés dans des biopsies de 

peau desséchées.  

A. Des biopsies fraîches (peau normale) ou laissées 10 jours à 37°C à sec (peau desséchée) ont été incubées 

avec du sel de tétrazolium (MTT) pour évaluer leur viabilité cellulaire avant d’être fixées en formaline et incluses en 

paraffine. L’incorporation du MTT a été évaluée sur des coupes de 10 µm observées en lumière transmise. B. Des 

sphéroïdes de la lignée WM-266-4 ont été implantés dans des biopsies de peau normale ou desséchée. 

Immédiatement après implantation ou après 3 jours de culture, les échantillons ont été fixés en formaline et inclus 

en paraffine. Une coloration H&E a été réalisée sur des coupes de 10 µm d’épaisseur. Haut : les pointillés rouges 

délimitent le contour des sphéroïdes implantés. Milieu : les flèches désignent des cellules détachées du sphéroïde. 

Les rectangles rouges entourent une zone du sphéroïde sur laquelle un zoom a été effectué (Bas). 

  



Résultats Partie 4 : Impact de facteurs environnementaux sur la viabilité du sphéroïde 

 

 

140 

4. Impact de la viabilité de l’explant de peau sur le devenir du sphéroïde implanté 

 

Finalement, nous avons tenté de déterminer l’impact que pouvait avoir de façon générale la 

viabilité et la structure de la peau sur les sphéroïdes implantés en modifiant le modèle utilisé. 

Pour ce faire, des sphéroïdes ont été implantés dans des biopsies de peau préalablement 

desséchées. Cette méthode a précédemment été montrée efficace pour faire perdre aux 

cellules de la peau leur activité métabolique, comme l’indique l’absence d’incorporation du sel 

de tétrazolium (MTT), tout en préservant la structure générale de la peau  (Figure 47A). 

Cette expérience a été réalisée en duplicats sur 3 donneurs indépendants. Pour chaque 

analyse, les images d’un échantillon représentatif sont montrées. 

Après 3 jours de culture, les sphéroïdes implantés dans une biopsie desséchée montrent une 

morphologie très différente de celle des sphéroïdes implantés dans une biopsie vivante, et 

similaire à celle observée immédiatement après implantation (Figure 47B): la structure du 

sphéroïde est intègre, et les cellules qui le constituent sont étendues, aucun signe de pycnose 

ou de rétractation des cytoplasmes n’est visible,  à l’inverse des cellules des sphéroïdes 

cultivés dans des biopsies vivantes.  

L’observation des cellules détachées de la structure du sphéroïde révèle des différences 

similaires à celles observées au sein des sphéroïdes: dans la peau normale, elles sont 

rétractées et montrent des signes de pycnose, tandis que dans la peau desséchée, elles sont 

étendues et semblent viables. 

La forme générale des sphéroïdes implantés en peau desséchée présente également un 

aspect différent de celle observée jusqu’à présent en peau vivante : leur aplatissement semble 

être systématiquement moins important.    

Enfin, il est également intéressant de noter qu’aucun fragment de gélatine n’est plus 

observable dans le derme des biopsies desséchées après 3 jours de culture. 

 

L’analyse en immunofluorescence des marqueurs de prolifération et d’apoptose Ki67 et 

caspase-3 active va dans le sens des observations faites sur les colorations H&E (Figure 48). 

Tout d’abord, aucune cellule positive pour la forme active de la caspase-3 n’est détectée dans 

les sphéroïdes implantés en peau desséchée, indiquant qu’à l’inverse des sphéroïdes 

implantés en peau normale, ils ne subissent pas d’apoptose massive (Figure 48A). 

Par ailleurs, l’évolution de la fluorescence du sphéroïde donne des indications sur la 

prolifération des cellules : le marqueur CMTMR, cytoplasmique, est dilué lors de chaque 

division cellulaire. Très intense en périphérie du sphéroïde après implantation, il reste fort 

après 3 jours quand le sphéroïde est cultivé dans une peau normale. A l’inverse, son intensité 

de fluorescence diminue très fortement après 3 jours de culture en peau desséchée, suggérant 

que les cellules du sphéroïde se sont divisées (Figure 48). 
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Figure 48. Evaluation de la viabilité des sphéroïdes implantés en peau desséchée.  

Les modèles OncoSkin® produits à partir de peau normale ou desséchée et implantés avec un sphéroïde de la 

lignée WM-266-4 ont été cultivés 0 ou 3 jours puis fixés en formaline et inclus en paraffine. Les marquages de la 

forme active de la caspase-3 A. et de Ki67 B. en immunofluorescence ont été réalisés sur des coupes de 10 µm 

d’épaisseur. Gauche : fluorescence du CMTMR permettant de visualiser le sphéroïde (violet). Milieu : signal de 

fluorescence correspondant aux marqueurs caspase-3 active A. ou Ki67 B. (niveaux de gris). Droite : signal de 

fluorescence correspondant aux marqueurs caspase-3 active A. ou Ki67 B. (rouge), les noyaux sont visualisés 

grâce à un marquage avec du DAPI (bleu). Barres d’échelle : 200 µm. 
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L’analyse du marquage obtenu en immunofluorescence contre le marqueur Ki67 révèle la 

présence de cellules positives dans toutes les conditions, leur nombre semblant toutefois être 

plus important sur les coupes de sphéroïdes implantés en peau desséchée (Figure 48B).  

 

Les résultats obtenus lors de ces expériences indiquent donc que les sphéroïdes 

implantés en peau desséchée conservent leur intégrité et leur viabilité, et ne subissent 

pas d’apoptose massive.  

 

Cette expérience nous permet par ailleurs enfin d’affirmer que les conditions d’implantation ne 

sont pas responsables de la mortalité observée dans les modèles OncoSkin® normaux, celles-

ci étant restées inchangées au cours de ces différentes expériences. 

 

 

 

 

 

 La mortalité observée au sein des cellules des sphéroïdes implantés dans le 

modèle OncoSkin® ne semble pas être liée à la solution utilisée pour les 

implanter, ni à leur taille.  

 

 Des facteurs sécrétés par le modèle OnocSkin® semblent avoir un impact sur la 

viabilité des sphéroïdes de la lignée WM-266-4, en particulier au niveau des 

cellules situées à leur périphérie. 

 

 La contrainte mécanique exercée par de l’agarose sur les sphéroïdes semble 

induire une déstructuration importante et une diminution de la prolifération des 

cellules de leur périphérie. 

 

 Les sphéroïdes implantés dans une peau préalablement desséchée ne 

présentent pas les mêmes modifications morphologiques que lorsqu’ils sont 

implantés dans une peau normale : les cellules conservent leur viabilité et leur 

structure, et ne subissent pas la même déformation. 
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Dans cette partie, la discussion et les perspectives du projet sont articulées autour de trois 

parties.  

Dans une première partie, les perspectives générales d’application du modèle OncoSkin® 

seront développées. Cette partie reposera principalement sur des connaissances théoriques, 

les travaux menés au cours de ce projet n’ayant pas permis jusqu’à présent de valider un 

modèle viable.  

Les résultats obtenus lors de la caractérisation de la viabilité du modèle seront discutés dans 

une seconde partie. 

Enfin, les perspectives d’application des stratégies d’analyse développées autour du modèle 

au cours du projet seront discutées dans une dernière partie.
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Partie 1 : Perspectives d’applications et d’amélioration du modèle 

OncoSkin® comme modèle d’étude préclinique 

 

Le modèle OncoSkin® a été développé dans le but de reproduire de la façon la plus complète 

possible la complexité de la tumeur et de son microenvironnement en combinant deux modèles 

d’étude complets, le modèle du sphéroïde et le modèle d’explant de peau humaine cultivé ex 

vivo. Il se positionne ainsi parmi la catégorie des modèles précliniques organotypiques, dont 

le développement est motivé par la nécessité d’améliorer la prédictibilité de l’efficacité et de la 

toxicité des composés thérapeutiques afin de limiter les taux d’attrition et les durées de 

développement élevées actuellement rencontrés lors de leur développement. L’amélioration 

de la prédictibilité des modèles repose principalement sur leur complexification, permettant de 

mieux reproduire l’hétérogénéité tumorale d’une part et des interactions entre les cellules 

tumorales et leur microenvironnement d’autre part, dans un contexte tridimensionnel. Ces 

différentes interactions jouent en effet un rôle majeur dans la résistance des cellules 

cancéreuses aux stratégies anti-tumorales développées (Correia and Bissell 2012; Roesch 

2015). 

Dans ce contexte, le modèle OncoSkin® présente différents avantages par rapport aux 

modèles organotypiques existants.  

La première innovation de ce modèle réside dans l’utilisation d’un explant de peau humaine 

ex vivo pour reproduire le microenvironnement tumoral. A ce jour, l’ensemble des modèles 

organotypiques développés repose sur l’incorporation de cellules de mélanome dans des 

modèles de peau reconstruite (Beaumont, Mohana-Kumaran, and Haass 2013). Ces derniers 

reproduisent de façon simplifiée la structure de la peau, alors que la nature ex vivo du modèle 

OncoSkin® lui permet de se rapprocher de la complexité d’une peau normale : l’ensemble des 

types cellulaires résidents de la peau y est présent, et la matrice extracellulaire y est complète. 

Cette caractéristique permet d’imaginer une interaction entre les cellules cancéreuses et le 

tissu plus proche de celle s’établissant in vivo. Elle ouvre également des perspectives 

intéressantes pour étudier la toxicité de traitements sur les cellules du tissu sain avec une 

bonne prédictibilité.  

Par ailleurs, la plupart des modèles organotypiques existants est développée à partir de 

cellules cancéreuses isolées. L’une des équipes ayant incorporé des sphéroïdes de mélanome 

dans un modèle organotypique a montré que ce modèle présentait une résistance plus 

importante à un traitement de chimiothérapie que le même modèle développé à partir de 

cellules en suspension (Vörsmann et al. 2013). L’implantation des cellules cancéreuses sous 

formes de sphéroïdes dans le derme des modèles OncoSkin® permet de reproduire 
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l’hétérogénéité caractéristique d’une tumeur solide et d’apporter un degré supplémentaire de 

pertinence au modèle pour prédire avec justesse l’efficacité de drogues in vitro. 

Un autre atout du modèle par rapport aux modèles organotypiques reconstruits repose sur sa 

simplicité et sa rapidité de mise en œuvre : le développement de modèles de peaux 

reconstruites requiert une certaine technicité, et plusieurs semaines sont nécessaires à 

l’obtention d’un modèle complet (Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014). Le modèle 

OncoSkin® peut être utilisé le jour même de sa production, et se cultive dans des conditions 

standard de culture cellulaire.  

L’ensemble de ces différents éléments peut donc laisser penser que le modèle OncoSkin® 

présente un meilleur potentiel que les modèles organotypiques reconstruits existants pour 

prédire avec fiabilité l’efficacité et la toxicité de stratégies thérapeutiques lors des phases de 

recherche préclinique.  

 

Différents aspects du modèle OncoSkin® semblent toutefois pouvoir présenter des limites à 

son application et méritent d’être discutées.  

Tout d’abord, l’approche développée pour produire le modèle repose sur l’implantation des 

cellules cancéreuses directement dans le derme des explants, et ne permet donc pas d’étudier 

la première phase de croissance radiale du mélanome, celui-ci se développant à partir de 

l’épiderme, ni les mécanismes régissant la transition de la phase de croissance radiale à la 

phase de croissance verticale. Le modèle permet en revanche d’étudier de façon cohérente la 

phase de croissance verticale de la pathologie et les mécanismes conduisant au 

développement de métastases cutanées, dont la compréhension s’avère particulièrement 

intéressante, le stade métastatique étant associé au plus mauvais pronostic vital des patients 

(Svedman et al. 2016). 

Par ailleurs, la nature ex vivo du modèle rend son développement dépendant de 

l’approvisionnement en échantillons biologiques. La quantité de modèles pouvant être produite 

à partir d’un donneur est limitée par la taille du prélèvement récolté. Cette limite ne permet pas 

d’envisager l’utilisation du modèle pour des screening de moyen et haut débits en raison de la 

variabilité inter-donneur du modèle (Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014). Ceci suggère 

plutôt une utilisation de ce modèle au cours des dernières phases de développement 

préclinique, afin de procéder à une sélection plus fine des drogues pouvant présenter un intérêt 

thérapeutique parmi une dizaine de candidates.  

Cependant, la variabilité liée aux donneurs pourrait être par ailleurs considérée comme un 

avantage supplémentaire du modèle : elle pourrait permettre de reproduire et d’anticiper la 

variabilité inter-patient rencontrée durant les phases de développement préclinique, et pourrait 

trouver des applications pour étudier par exemple les différences de migrations et d’invasion 

des cellules cancéreuses dans le tissu selon l’âge des patients, ce facteur ayant été identifié 
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comme ayant un impact dans le développement de métastases dans le cas du mélanome 

(Balch et al. 2013). 

De la même façon, les modèles d’explants de peau ne peuvent être maintenus en culture que 

sur de courtes périodes. Le modèle NativeSkin® peut ainsi être cultivé pendant 7 jours, la 

viabilité du tissu et son intégrité étant altérés au-delà de cette limite. Cette courte période peut 

être suffisante pour étudier le mécanisme d’action d’une drogue sur les cellules cancéreuses, 

mais ne permettra pas d’étudier l’effet de son application répétée. Une approche permettant 

d’étudier le développement de mécanismes de résistances pourrait toutefois être développée 

en traitant les cellules cancéreuses avec une drogue avant de les implanter dans le modèle.  

Une autre limite d’application du modèle est associée à sa nature : bien que les cellules 

immunitaires résidentes de la peau y soient présentes, le modèle n’est pas vascularisé ni 

attaché à un organisme complet, il ne peut donc pas être utilisé pour étudier l’efficacité de 

stratégies thérapeutiques reposant sur des approches d’immunothérapie. 

 

Enfin, le modèle OncoSkin® a été développé à partir de sphéroïdes de lignées de mélanome. 

Celles-ci apportent généralement un plus faible pouvoir prédictif de l’efficacité de composés 

thérapeutiques que les cellules primaires en raison de leurs conditions d’établissement et de 

culture détachés de leur microenvironnement, qui les conduisent à s’éloigner de leur 

phénotype initial. Il pourrait être particulièrement intéressant d’implanter des fragments de 

tumeurs dérivées de patients dans le modèle OncoSkin® afin de pallier cette limite. La 

procédure développée pour produire le modèle serait en effet compatible avec l’implantation 

de ce type d’échantillons. Cette approche pourrait par ailleurs permettre d’élargir le champ des 

applications du modèle OncoSkin® en envisageant son utilisation dans le cadre d’approches 

de thérapie personnalisée, au cours desquelles le modèle serait utilisé pour prédire l’efficacité 

d’une stratégie thérapeutique pour un patient donné au cours des phases d’essais cliniques, 

à l’image des modèles PDX. Cependant, la durée de culture du modèle risque de présenter 

encore une fois une limite majeure à ce type d’applications : dans les modèles PDX, le 

développement des tumeurs xénogreffées peut prendre plusieurs mois, et leur utilisation à des 

fins de thérapie personnalisée s’étend par la suite également sur plusieurs mois (Kuzu et al. 

2015).  

 

L’ensemble de ses caractéristiques confère donc au modèle OncoSkin® un potentiel 

intéressant en tant que modèle d’étude préclinique du mélanome métastatique. Son utilisation 

pourrait par exemple s’avérer pertinente pour évaluer l’effet de thérapies ciblées sur la 

croissance et le potentiel métastatique de tumeurs de différents profils mutationnels. Sa plus 

grande complexité pourrait lui conférer une meilleure reproductibilité des conditions de 
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développement du mélanome, et pourrait ainsi apporter une meilleure prédictibilité de 

l’efficacité et de la toxicité de traitements thérapeutiques que les modèles in vitro existants.  

Le développement de ce modèle s’inscrit ainsi parfaitement dans les enjeux actuels de 

recherches de solutions visant à limiter les taux d’attrition élevés associés au développement 

de nouveaux composés thérapeutiques (Waring et al. 2015) : la sélection d’un nombre plus 

restreints de candidats-médicaments permettrait d’une part de réduire la quantité d’animaux 

nécessaires pour les phases d’essais précliniques in vivo, et d’autre part de mieux cibler les 

agents thérapeutiques ayant un réel potentiel en termes d’efficacité et de toxicité lors des 

phases d’essais cliniques.     

 

Il est toutefois important de souligner le fait que l’ensemble de ces propositions d’applications 

repose sur des hypothèses formulées à partir de données bibliographiques. Leur confirmation 

devra s’appuyer sur des étapes de validation expérimentale sur le modèle, réalisées à l’aide 

de traitements de référence dont l’effet est connu et bien documenté, comme par exemple des 

inhibiteurs de BRAF tels que le vemurafenib ou le dabrafenib. 

 

Enfin, avant d’étudier le potentiel des différentes applications mentionnées, il est nécessaire 

de résoudre le problème auquel le développement du modèle se heurte actuellement, à savoir 

la mortalité rapide des sphéroïdes implantés. 
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Figure 49. Schéma récapitulatif des différents facteurs pouvant être impliqués dans la mortalité du 

sphéroïde implanté. 
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Partie 2 : Implication de différents facteurs dans la mortalité des 

sphéroïdes implantés 

 

La caractérisation du modèle OncoSkin®, développé en implantant un sphéroïde dans un 

explant de peau, a révélé la perte de la structure du sphéroïde implanté, associé à la mortalité 

par apoptose des cellules le constituant, principalement dans les couches cellulaires 

périphériques (cf Résultats, Figures 36 et 37).  

Ce profil d’apoptose n’a jamais été observé lors de la culture des sphéroïdes dans des 

conditions standard. Différentes hypothèses ont été émises afin de chercher à identifier les 

facteurs pouvant être impliqués dans ce phénomène (Figure 49). Celles-ci peuvent être 

divisées en deux groupes :  

- la mortalité observée peut être liée aux conditions de production du modèle ; 

- elle peut être associée à l’une des caractéristiques du microenvironnement dans lequel 

le sphéroïde se développe après implantation. 

 

1. Impact des conditions de production du modèle OncoSkin® 

 

Au cours du projet, l’impact de différents paramètres relatifs à la production du modèle a été 

évalué, notamment les caractéristiques de la procédure d’implantation développée et le type 

cellulaire implanté. Ces différentes hypothèses sont discutées dans cette partie.  

 

1.1 Hypothèse 1 : la mortalité des sphéroïdes est liée aux conditions d’implantation 

 

Comme décrit de façon détaillée dans la partie résultats, le modèle OncoSkin® est produit en 

implantant un sphéroïde d’environ 800 µm dans le derme d’un explant de peau, au sein d’une 

solution de gélatine visqueuse. 

Nous nous sommes tout d’abord interrogés sur le rôle que pouvaient jouer les conditions 

d’implantation sur la viabilité du sphéroïde, en particulier l’impact de la gélatine. La 

biocompatibilité de cette dernière est documentée (D. P. Clark, Hanke, and Swanson 1989; 

Stevens et al. 2002; Koshy et al. 2014), mais l’une des hypothèses pouvant expliquer sa 

disparition est sa dégradation par les gélatinases de la peau. L’injection de cette solution dans 

le derme des explants, sans altérer la viabilité de la peau (cf Résultats, Figure 29), pourrait 

entraîner une augmentation de l’activité des protéases responsables du renouvellement de la 

matrice extracellulaire, la gélatine étant dégradée notamment par les métalloprotéases MMP-

2 et 9 (Murphy and Crabbe 1995; Toth and Fridman 2001). Cependant, de nombreuses études 

ont montré que les métalloprotéases de la matrice extracellulaire, et en particulier les 
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gélatinases MMP-2 et 9, induisent la croissance tumorale et l’invasion des cellules tumorales 

(Nyormoi, Mills, and Bar-Eli 2003; O’Grady et al. 2007). Dans le cas du mélanome, l’expression 

de ces protéases est par ailleurs particulièrement importante au cours du stade métastatique 

(Hofmann et al. 1999; Redondo et al. 2005). Il semblerait donc peu probable qu’une 

surexpression de ces protéases dans le modèle implanté soit à l’origine de la mortalité du 

sphéroïde.  

Par ailleurs, des résultats similaires ont été obtenus avec d’autres solutions d’implantation 

telles que du PBS ou de l’agarose Low Melting Point, qui n’est pas dégradé par la peau et 

reste visible autour du sphéroïde après plusieurs jours de culture (cf Résultats, Figure 41). 

Ces expériences semblent suggérer que la mortalité observée des sphéroïdes est 

indépendante de ce critère. 

L’implantation de sphéroïdes de plus petite taille, composés d’un nombre moins important de 

cellules, n’a pas non plus permis d’observer une amélioration de leur viabilité au sein du 

modèle (cf Résultats, Figure 42). A l’inverse, leur structure semble plus fragilisée par le 

procédé d’implantation, suggérant que l’implantation de sphéroïdes mieux structurés, 

d’environ 800 µm, est préférable pour produire le modèle. 

 

1.2 Hypothèse 2 : la mortalité des sphéroïdes est dépendante du type cellulaire 

implanté 

 

Initialement, des sphéroïdes produits à partir de la lignée de mélanome WM-266-4 ont été 

implantés. Ce choix a été guidé par la pertinence de cette lignée vis-à-vis de la procédure de 

production du modèle OncoSkin®. Elle a en effet été développée à partir d’une métastase 

cutanée de mélanome, il était donc pertinent de penser qu’elle pourrait se développer après 

implantation dans le derme des explants de peau. Après avoir observé l’apoptose massive à 

laquelle les sphéroïdes issus de cette lignée étaient soumis, nous avons implanté des 

sphéroïdes produits à partir d’autres types cellulaires afin de déterminer si ce comportement 

était spécifiquement lié à cette lignée ou non. 

Des sphéroïdes produits à partir de cellules de la lignée de mélanome primaire WM-115 ont 

été implantés. Cette lignée a été établie à partir d’une tumeur primaire de mélanome en phase 

de croissance radiale, encore localisée au niveau de l’épiderme de la peau. Il est donc moins 

pertinent de l’implanter dans le derme que des sphéroïdes de cellules de la lignée WM-266-4, 

mais ces deux lignées provenant du même patient et possédant des profils de mutations 

similaires, nous avons souhaité comparer leur évolution après implantation. 

Des sphéroïdes de la lignée d’adénocarcinome humain HCT116 ont également été implantés 

dans des explants de peau. Cette lignée est en effet couramment utilisée et disponible dans 
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le laboratoire, et ce type de cancer est connu pour former des métastases dans la peau (Hu 

et al. 2009), son implantation s’avérait donc pertinente dans ce contexte.  

Par ailleurs, nous avons implanté des sphéroïdes produits à partir de kératinocytes et 

mélanocytes primaires. Bien que ces types cellulaires ne soient pas naturellement localisés 

dans le derme, nous souhaitions évaluer la viabilité de cellules non cancéreuses et issues de 

cultures primaires après implantation. 

Dans ces différents cas, la caractérisation des sphéroïdes implantés a révélé des 

changements morphologiques similaires à ceux observés dans le cas de l’implantation des 

WM-266-4, et une apparition de cellules apoptotiques dans les couches extérieures du 

sphéroïde plus particulièrement dans le cas des sphéroïdes produits à partir de cellules 

HCT116.  

L’ensemble des résultats obtenus semble donc suggérer que le phénomène de mortalité 

observé est indépendant de la lignée. Cependant, il pourrait être intéressant de confirmer cette 

hypothèse en élargissant le panel de sphéroïdes implantés : l’implantation de sphéroïdes de 

fibroblastes primaires pourrait s’avérer plus pertinente que celle de kératinocytes et 

mélanocytes, et d’autres lignées de mélanome métastatique, telles que les lignées G361 et 

A375, dérivées de tumeurs primaires de mélanome et porteuses notamment de mutations de 

BRAF (V600E) et CDKN2A et couramment utilisées pour étudier le mélanome (Hesling et al. 

2004; J. Lee et al. 2009; Su et al. 2009; Mo et al. 2013; O’Connell et al. 2013; Larson et al. 

2014), pourraient également venir compléter ces résultats de façon intéressante. 

 

2. Impact du microenvironnement du modèle OncoSkin® sur la viabilité des 

sphéroïdes 

 

L’implantation de sphéroïdes de la lignée WM-266-4 dans une peau préalablement desséchée 

a révélé de façon surprenante qu’à l’inverse des résultats obtenus en peau normale, les 

cellules du sphéroïde n’entrent pas en apoptose mais continuent de proliférer plusieurs jours 

après implantation, notamment au niveau des couches cellulaires périphériques du sphéroïde. 

Par ailleurs, la déformation systématique des sphéroïdes lors de leur implantation dans une 

peau vivante, caractérisée par un aplatissement selon un axe parallèle à l’épiderme et aux 

fibres de collagène du derme réticulaire, n’est pas observée lors de leur implantation dans une 

peau desséchée.  

Dans le modèle de peau desséchée, deux facteurs généraux semblent être modifiés par 

rapport à une peau normale et pourraient être à l’origine des différences observées sur la 

viabilité des sphéroïdes : comme il l’a été montré dans les résultats, les cellules du tissu ne 

sont plus viables. Par ailleurs, la contrainte mécanique exercée par le tissu sur le sphéroïde 
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peut être altérée, comme semble en témoigner la différence de morphologie observée entre 

les sphéroïdes cultivés dans une peau normale et dans une peau vivante. 

 

2.1 Hypothèse 1 : la mortalité des sphéroïdes est liée à la contrainte mécanique 

 

Les résultats obtenus lors de la mise sous contrainte des sphéroïdes de cellules de WM-266-

4 en culture dans de l’agarose Low Melting Point ont révélé une modification de la structure 

des sphéroïdes avec les deux concentrations les plus importantes, de 3 et 4% respectivement : 

les sphéroïdes perdent leur cohésion, sans toutefois qu’aucune cellule apoptotique ne soit 

détectée à la périphérie de leur structure. Leur croissance, déterminée par l’augmentation de 

leur aire, semble ralentie sous l’effet de la contrainte, sans qu’une diminution de la prolifération 

des cellules ne soit détectée par immunomarquage en fluorescence du marqueur de 

prolifération Ki67. 

Ces résultats sont cohérents avec de précédentes études menées sur des sphéroïdes 

contraints en agarose, qui avaient également révélé l’inhibition de leur croissance. Celle-ci 

était cependant associée à une diminution de l’apoptose au sein du sphéroïde sans 

changement de prolifération (Helmlinger et al. 1997).  

Par ailleurs, des travaux plus récents ont révélé que la contrainte mécanique exercée par le 

microenvironnement sur des sphéroïdes en culture induisait des défauts de progression de la 

mitose des cellules, mis en évidence à l’aide de marqueurs spécifiques des phases du cycle 

cellulaire (Desmaison et al. 2013). Il serait donc possible que dans le cas de notre expérience, 

certaines des cellules Ki67 positives ne soient pas réellement en cours de division mais soient 

bloquées dans le cycle cellulaire, expliquant les différences de tailles de sphéroïdes observées 

entre les différentes conditions. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en analysant 

l’expression de marqueurs plus spécifiques des différentes phases du cycle cellulaire, tels que 

des marqueurs Fucci (Laurent et al. 2013) ou par incorporation de 5-ethynyl-2′-deoxyuridine 

(EdU) (Salic and Mitchison 2008; Yu et al. 2009).  

Dans les conditions de l’expérience, l’immunomarquage de la caspase-3 active n’a pas révélé 

de profil d’expression similaire à celui observé dans les sphéroïdes implantés en peau vivante, 

suggérant que la contrainte mécanique ne serait pas à l’origine de la mortalité cellulaire 

observée dans les sphéroïdes après implantation.  

Cependant, il serait intéressant d’approfondir ces résultats. D’autres équipes ont en effet 

montré que les propriétés mécaniques du microenvironnement pouvaient induire l’apoptose 

des cellules dans les régions des sphéroïdes soumises à un stress compressif élevé, tandis 

que les cellules prolifératives étaient localisées dans les régions soumises à un stress moins 

important (Cheng et al. 2009). Par ailleurs, des profils d’apoptose similaires à ceux observés 

dans des sphéroïdes implantés (cellules apoptotiques localisées dans les couches 
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périphériques des sphéroïdes) ont également été observés dans le cadre d’autres travaux de 

l’équipe sur des sphéroïdes de la lignée HCT116 cultivés en agarose Low-melting 1%, révélant 

une couronne de cellules apoptotiques en périphérie (résultats non publiés). Ces différents 

résultats suggèrent que la contrainte mécanique du microenvironnement peut induire ce type 

de profil d’apoptose. Cependant, dans le cas de notre expérience, de tels phénomènes n’ont 

pas été observés. Les concentrations d’agarose utilisées ont été choisies arbitrairement, dans 

le but d’exercer des contraintes mécaniques plus ou moins importantes sur les sphéroïdes. 

Les différences d’effets observés sur les sphéroïdes de WM-266-4 suggèrent que ces derniers 

réagissent différemment selon l’importance de la contrainte mécanique à laquelle ils sont 

soumis. L’agarose n’est pas un constituant naturel de la matrice extracellulaire de la peau et 

possède donc des propriétés mécaniques différentes de celles du tissu. Les propriétés 

mécaniques de la peau, et plus particulièrement du derme, sont principalement liées aux fibres 

de collagène et d’élastine qui constituent la matrice extracellulaire (Silver, Freeman, and 

DeVore 2001). Ces différentes fibres confèrent notamment à la peau son élasticité et lui 

permettent de retrouver son organisation originelle après une déformation ou un choc.  

Afin d’évaluer de façon plus fiable l’impact que peuvent avoir les contraintes mécaniques sur 

la viabilité du sphéroïde implanté, il pourrait être intéressant de modifier les conditions 

expérimentales, en implantant des sphéroïdes de la lignée WM-266-4 dans des matrices de 

collagène de concentrations différentes par exemple. Cette expérience permettrait d’évaluer 

la viabilité des cellules du sphéroïde dans un microenvironnement plus proche de celui 

rencontré dans la peau. L’implantation du sphéroïde après formation de la matrice plutôt que 

l’enrobage direct des sphéroïdes dans la matrice durant sa préparation permettrait également 

de mieux appréhender l’effet de l’implantation sur la déformation des fibres. 

 

Un autre axe de réflexion intéressant réside dans la comparaison de la structure des 

sphéroïdes implantés dans les explants vivants ou desséchés : dans le premier cas de figure, 

les sphéroïdes s’aplatissent de façon systématique et parallèle à l’orientation générale des 

fibres de collagène du derme réticulaire, qui sont elles-mêmes parallèles à la surface de la 

peau (Albanna 2016). Cette déformation pourrait témoigner de la présence d’une contrainte 

mécanique s’exerçant sur le sphéroïde. Dans les explants de peau desséchés, ce type de 

déformation n’est pas observé, excluant un effet qui pourrait être associé à la direction de 

l’implantation. Cette observation pourrait peut-être être uniquement corrélée à la viabilité des 

sphéroïdes, qui réagiraient différemment à la contrainte selon leur état, mais pourrait 

également refléter une différence de contrainte mécanique appliquée sur le sphéroïde par le 

microenvironnement. Afin d’approfondir ce point, il pourrait être intéressant de caractériser 

l’intégrité et l’orientation des fibres de collagène et d’élastine dans les explants de peau non 
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desséchés avant et après implantation d’un sphéroïde, et de comparer ces données à celles 

obtenues dans un explant de peau non desséché.  

Un mécanisme de fonctionnement pourrait être proposé pour expliquer cette différence : dans 

la peau normale, l’élasticité du réseau de fibres pourrait lui permettre de se déformer au 

moment de l’implantation du sphéroïde sur le passage de l’aguille (Verhaegen et al. 2012). 

Après le retrait de cette dernière, les fibres reprendraient rapidement leur position d’origine, 

entraînant l’application d’une contrainte sur le sphéroïde et sa déformation consécutive selon 

un axe parallèle aux fibres. La dessiccation de la peau pourrait entraîner la perte d’élasticité 

du réseau de fibres et le rend moins déformable et plus cassant. Il a en effet été montré que 

l’eau jouait un rôle important dans la stabilisation de la structure du collagène (Eklouh-Molinier 

et al. 2015). Les fibres, endommagées au moment du passage de l’aiguille dans le derme pour 

implanter le sphéroïde, ne retrouveraient pas leur configuration d’origine après le retrait de 

l’aiguille. Les sphéroïdes ne seraient ainsi pas soumis à la même contrainte que dans la peau 

normale. 

Afin d’explorer l’effet de la contrainte mécanique sur les sphéroïdes implantés, il pourrait être 

également intéressant d’implanter les sphéroïdes dans le derme papillaire plutôt que le derme 

réticulaire, celui-ci étant composé de fibres plus courtes et orientées perpendiculairement à la 

surface de la peau, qui lui confèrent une structure plus lâche (Freinkel and Woodley 2001; 

Crickx 2005a). Cependant, l’implantation spécifique du sphéroïde dans ce compartiment de la 

peau serait très difficile à mettre en œuvre et contrôler, le derme papillaire étant une région 

beaucoup plus fine que le derme réticulaire. 

Une autre expérience intéressante pourrait consister à implanter une suspension de cellules 

plutôt qu’un sphéroïde. Il pourrait en effet être envisageable que la contrainte mécanique 

exercée par les fibres de collagène sur les cellules implantées soit alors moins importante, la 

déformation induite par l’implantation étant également moindre. Ce procédé pourrait 

également être plus cohérent avec le développement du mélanome, qui se fait par 

multiplication progressive des cellules tumorales depuis l’épiderme (cf Introduction, Figure 

10). 

 

Un autre point pourrait être intéressant à étudier : au cours du processus de cicatrisation, les 

fibroblastes de la peau se différencient en myofibroblastes au niveau du tissu de granulation. 

Cette différenciation leur permet d’acquérir des propriétés contractiles similaires à celles d’un 

muscle mou afin de contracter les bords de la plaie (Darby et al. 2014). 

Le modèle OncoSkin® est produit à partir d’une biopsie excisée du reste de la peau et pourrait 

ainsi éventuellement posséder des caractéristiques se rapprochant de celles d’un tissu en 

cours de cicatrisation (Greenwald et al. 1992). Par ailleurs, l’implantation en elle-même du 

sphéroïde pourrait générer une réponse cicatricielle. Il pourrait être intéressant de caractériser 
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la présence de myofibroblastes dans le modèle, par exemple à l’aide d’immunomarquages de 

l’actine α-SM, un marqueur de différenciation des myofibroblastes (Darby et al. 2014). La 

présence de ces cellules dans le tissu pourrait induire une modification des propriétés 

mécaniques s’exerçant sur le sphéroïde par rapport à une peau normale in vivo. Dans le cas 

où elles seraient activées dans le modèle, la perte de la viabilité induite dans le modèle 

préalablement desséché impacterait également la viabilité de ces cellules et donc les 

propriétés mécaniques du tissu.  

 

2.2 Hypothèse 2 : la mortalité du sphéroïde est liée à des facteurs sécrétés par la 

peau vivante 

 

Afin d’évaluer le rôle que pourraient jouer les facteurs produits par les cellules de la peau et 

sécrétés dans le milieu de culture, les sphéroïdes de cellules WM-266-4 ont été cultivés dans 

du milieu préalablement conditionné par des explants de peau implantés. Deux modes de 

culture des explants ont été testés : enrobés dans la matrice des modèles NativeSkin® ou en 

flottaison. Les différentes façons de conditionner le milieu n’ont pas abouti aux mêmes 

résultats sur les sphéroïdes, l’effet étant plus important pour les modèles cultivés directement 

au contact du milieu de culture pendant un temps plus long, et moins important pour les culture 

plus courtes et dans le modèle OncoSkin®, enrobé dans la matrice.. Ces différences 

pourraient être associées à une différence de concentration de facteurs sécrétés dans le 

milieu, qui serait liée à leur diffusion plus ou moins importante de la peau vers le milieu selon 

la technique de conditionnement employée. La condition de conditionnement en flottaison 

durant 48 heures a révélé une inhibition de la croissance des sphéroïdes, une diminution de 

la prolifération des cellules périphérique, et une mortalité probable des cellules de la couronne 

extérieure, comme le suggère la présence de quelques cellules pycnotiques à la périphérie du 

sphéroïde et la présence de cellules détachées au fond des puits de culture. Aucune analyse 

n’a cependant été effectuée sur ces cellules pour confirmer leur mortalité. Outre la couronne 

périphérique qui semble s’être détachée, la structure des sphéroïdes semble intègre, et 

aucune cellule apoptotique n’a été détectée au sein du sphéroïde.  

Ces différentes observations suggèrent que des facteurs sécrétés par le modèle implanté ont 

un effet délétère sur les sphéroïdes, mais que cet effet est limité aux cellules de la périphérie 

du sphéroïde et ne s’étend pas jusqu’au cœur du sphéroïde. Cette toxicité limitée pourrait être 

liée à la concentration des facteurs dans le milieu de culture, ou bien à leur diffusion limitée 

dans le sphéroïde.  

 

Nous nous sommes interrogés sur les facteurs qui pouvaient être sécrétés par le modèle 

OncoSkin® et impliqués dans la mortalité cellulaire au sein des sphéroïdes. Dans le modèle 
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NativeSkin®, la présence de différentes cytokines a été étudiée et a révélé l’expression 

importante de certaines cytokines, notamment l’interleukine-6 (IL-6) et l’interleukine-8 (IL-8) et 

l’absence d’autres cytokines, notamment le facteur de nécrose tumorale TNF-α (Tumor 

Necrosis Factor alpha). Dans le cas du mélanome, l’interleukine-6 est décrite comme un 

facteur promoteur de la croissance tumorale, au-travers d’une action anti-apoptotique 

(Hoejberg, Bastholt, and Schmidt 2012). L’interleukine-8 est quant à elle associée à l’invasion 

des cellules tumorales et est impliquée dans les mécanismes d’angiogenèse (Bar-Eli 1999). 

La présence de ces deux cytokines dans le modèle OncoSkin® ne devrait donc pas avoir un 

effet délétère sur la viabilité des sphéroïdes implantés. L’étude de l’effet du TNF-α sur des 

cellules de mélanome a révélé son rôle dans l’invasion et la migration des cellules tumorales, 

via l’activation des gélatinases MMP-2 et 9, impliquées dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire (Katerinaki et al. 2003). Son absence dans le modèle implanté pourrait 

éventuellement être corrélée à l’incapacité des cellules implantées à se développer dans le 

modèle. 

 

D’une façon générale, le profil de mortalité observé lors de la culture des sphéroïdes dans du 

milieu conditionné semble similaire à celui observé dans les sphéroïdes implantés, bien que 

la structure des sphéroïdes implantés soit par ailleurs altérée. Il pourrait être intéressant de 

caractériser les cellules détachées du sphéroïde et restées dans les puits de culture afin de 

vérifier si leur mort se fait par apoptose. Si tel était le cas, il serait intéressant de mieux 

caractériser ce phénomène d’apoptose. Il existe en effet deux principales voies conduisant à 

l’apoptose cellulaire, activées par des signaux différents (Elmore 2007) :  

- la voie extrinsèque est activée par des récepteurs  de mort de la famille des TNF 

(Tumor Necrosis Factor) en réponse à la reconnaissance intercellulaire de ligands tels 

que le TNF-α, le Fas ligand ou des ligands de la famille Apo (Apo2 ou Apo3). Cette 

voie est également impliquée dans l’apoptose liée à une réponse immunitaire. 

- la voie intrinsèque est initiée dans les mitochondries des cellules. Elle peut être activée 

par des stimuli positifs, tels que des radiations, des toxines, l’hypoxie ou des infections 

virales, ou des stimuli négatifs, comme par exemple l’absence de facteurs de 

croissance ou de cytokines.   

Une troisième voie, la voie perforine / Granzyme, repose sur l’activation d’une cascade de 

sérine-protéases, les granzymes. Cette voie est notamment activée par les cellules T 

cytotoxiques. 

Ces différentes voies impliquent des cascades d’activation différentes avant de se rejoindre 

pour activer la caspase-3, qui est le marqueur que nous avons choisi d’étudier durant ce projet. 

Afin de réduire le nombre de facteurs pouvant être impliqués dans la mortalité des sphéroïdes 

de WM-266-4 implantés, il pourrait être intéressant de déterminer la ou les voie(s) impliquée(s) 
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plus spécifiquement dans leur processus d’apoptose. Cette étude pourrait être conduite en 

analysant l’expression d’effecteurs plus spécifiques de ces différentes voies, telles que 

l’activation de la caspase-8 pour la voie extrinsèque, de la caspase-9 pour la voie intrinsèque, 

ou de la caspase-10 pour la voie perforine / Granzyme.  

Des études génomiques ont révélé que la lignée WM-266-4 surexprime un grand nombre de 

gènes antiapoptotiques et sous-exprime des gènes proapoptotiques impliqués dans la voie 

mitochondriale d’induction de l’apoptose (Su et al. 2009). Ces informations pourraient suggérer 

que l’apoptose observée dans les sphéroïdes de WM-266-4 après implantation ne serait pas 

liée à l’activation de la voie intrinsèque. 

La caractérisation du modèle NativeSkin® a par ailleurs révélé la présence de cellules 

résidentes du système immunitaire, telles que des cellules de Langerhans ou des cellules T, 

qui pourraient être qui pourraient éventuellement induire l’activation des voies extrinsèques ou 

perforine / granzyme de l’apoptose. Cependant, l’analyse des coupes histologiques des 

modèles implantés avec des anatomopathologistes n’a pas révélé la présence particulière de 

ces cellules autour du sphéroïde implanté, et le recrutement de ces cellules pour induire une 

réponse cytotoxique contre les cellules de mélanome implanté semble limité en l’absence de 

circulation dans le modèle. 

Une approche métabolomique pourrait permettre d’analyser le métabolisme de la peau et 

d’identifier les principaux métabolites sécrétés dans le milieu de culture. Cependant, l’étude 

de l’effet de différents facteurs affectant potentiellement la viabilité du sphéroïde ne serait pas 

forcément une approche très pertinente : lorsqu’il est implanté dans le derme, le sphéroïde est 

immédiatement soumis à un ensemble d’éléments participant à un nouveau 

microenvironnement, tels qu’un grand nombre de facteurs sécrétés, une contrainte mécanique 

importante et une diminution potentielle de l’accessibilité en nutriments et en oxygène par 

rapport à ses conditions de culture dans un puits de plaque 96 puits. Ces facteurs, pris un à 

un, ne sont pas forcément suffisants pour induire la mortalité importante observée rapidement 

après son implantation. Mais la synergie de ces différents éléments pourrait entrer en jeu et 

aboutir à l’induction de l’apoptose. Dans une peau préalablement desséchée, la quantité de 

facteurs auxquels le sphéroïde est soumis est moins importante que dans une peau normale, 

du fait de la perte de viabilité du tissu et d’une contrainte mécanique différente. La limitation 

du nombre de facteurs en jeu pourrait permettre au sphéroïde de se développer. 

 

Une proposition de mécanisme expliquant les effets observés sur le sphéroïde après 

implantation pourrait reposer sur une action combinée de la contrainte mécanique exercée par 

le réseau de fibres du derme et de facteurs sécrétés par la peau : la contrainte mécanique 

serait principalement responsable de la perte d’intégrité de la structure du sphéroïde, tandis 
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que les facteurs sécrétés par la peau auraient un impact sur la viabilité des cellules de la 

périphérie du sphéroïde.  

 

Enfin, il est important de noter que l’effet des facteurs sécrétés par un modèle non implanté 

n’a pas été évalué au cours de ce projet. Il pourrait être intéressant d’étudier l’effet de milieu 

conditionné par des modèles NativeSkin® et de le comparer à celui obtenu avec le milieu 

conditionné par des modèles implantés afin de déterminer si les facteurs induisant la mortalité 

des sphéroïdes de WM-266-4 sont sécrétés dans la peau normale, ou si leur production est 

une réponse à l’implantation des sphéroïdes.  

D’une façon plus générale, dans le cadre de ce projet, il serait intéressant de parvenir à 

déterminer si les facteurs induisant la mortalité du sphéroïde sont naturellement sécrétés par 

la peau ou si leur sécrétion résulte de l’implantation du sphéroïde ou de la nature du modèle 

ex vivo NativeSkin®. En effet, si la présence de ces facteurs résultait d’une accumulation de 

métabolites ou de facteurs liés à des phénomènes de cicatrisation ou encore des problèmes 

de diffusion de nutriments, il pourrait être intéressant de revoir le développement du modèle 

et ses conditions de culture, en intégrant par exemple des notions de microfluidique, pour 

apporter une diffusion dynamique du milieu de culture et permettre l’élimination des produits 

du métabolisme au fur et à mesure de leur production.
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Partie 3 : Perspectives d’applications de la stratégie d’analyse in situ 

développée au cours du projet 

 

Le modèle OncoSkin® a été conçu dans l’idée de permettre son analyse à l’aide de techniques 

de microscopie optique. Dans cette optique, la procédure de production du modèle comprend 

une étape de marquage des sphéroïdes à l’aide d’une sonde fluorescente, permettant 

d’identifier les cellules du sphéroïde après implantation (rappel figure procédure de production 

du modèle). Outre les analyses histologiques réalisées de façon classique pour caractériser 

le modèle, une stratégie d’analyse a été développée pour permettre de caractériser l’évolution 

du sphéroïde implanté in situ, et ainsi exploiter pleinement l’aspect tridimensionnel du modèle. 

Cette stratégie repose avant tout sur la mise au point d’une technique de transparisation des 

explants de peau, qui a rendu possible l’analyse du modèle implanté dans son intégralité en 

microscopie optique, selon différentes approches.  

D’une part, l’imagerie macroscopique du modèle transparisé a montré son intérêt pour évaluer 

facilement et rapidement la localisation du sphéroïde dans l’explant de peau, l’aspect général 

de sa structure  et la migration de ses cellules au sein de l’explant de peau. L’analyse des 

images acquises permet d’accéder à différentes données quantitatives sur la quantité de 

cellules dispersées et leur distance de migration.  

D’autre part, l’imagerie en microscopie à feuille de lumière a permis d’imager en trois 

dimensions l’intégralité du sphéroïde implanté, et ce avec une résolution subcellulaire, 

permettant d’évaluer sa forme et son volume de façon précise et quantitative. L’imagerie de 

l’autofluorescence de la peau en parallèle a également permis de visualiser le tissu 

environnant le sphéroïde, donnant des informations sur son organisation.   

 

Ces différentes techniques d’analyse du modèle in situ présentent des avantages par rapport 

à l’analyse en histologie du modèle. Cette approche ouvre tout d’abord des perspectives en 

termes de caractérisation de la migration des cellules tumorales dans le tissu, et permet 

d’envisager le suivi du développement de métastases et d’évaluer leur capacité à envahir le 

derme. Ce critère est en effet plus difficilement quantifiable en histologie : l’analyse n’est 

réalisée que sur une coupe d’une dizaine de microns d’épaisseur et n’offre donc pas un aperçu 

représentatif de la totalité des cellules dispersées dans le tissu. D’autre part, l’étude d’une 

section de la micro-tumeur ne permet pas d’évaluer sa forme et son volume en trois 

dimensions, alors que ces informations sont facilement accessibles en microscopie à feuille 

de lumière.  
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Dans le cas de travaux de recherche préclinique, cette approche permettrait donc d’évaluer 

plus facilement les effets d’un agent thérapeutique sur l’inhibition de la croissance de la tumeur 

et de la migration des cellules tumorales en histologie seule. 

 

D’une façon plus générale, l’exploration en 3 dimensions de la peau en microscopie à feuille 

de lumière a permis d’identifier différentes structures du derme et des annexes cutanées, telles 

que les fibres de collagène et les fibres élastiques, les follicules pileux et les glandes sébacées 

et sudoripares, à partir de leur autofluorescence (cf Résultats, Figure 32). 

Ces résultats révèlent l’intérêt de la microscopie à feuille de lumière pour observer la 

morphologie de la peau en trois dimensions, en s’affranchissant des limites associées aux 

techniques couramment utilisées pour étudier la peau, telles que l’histologie (procédé 

fastidieux, observation d’une section en 2D), l’imagerie confocale ou bi-photonique 

(profondeur de pénétration dans le tissu limitée, phototoxicité) ou la tomographie à cohérence 

optique (OCT) (pas de résolution cellulaire) (König et al. 2009; Decencière et al. 2013; Geyer 

et al. 2015). 

Ils ouvrent également des perspectives plus larges d’applications dans le domaine de la 

dermatologie : l’observation de la morphologie du tissu pourrait permettre d’évaluer le 

développement de pathologies  ou la détérioration de la peau au-travers des modifications 

engendrées au niveau de sa structure.  

L’ensemble des travaux comprenant le développement de la transparisation d’explants de 

peau et leur exploration en 3 dimensions en microscopie à feuille de lumière, au SPIM et au 

MacroSPIM, a fait l’objet d’une publication (manuscrit en préparation), en collaboration entre 

l’IP3D, la plateforme d’imagerie de l’ITAV, Genoskin et Syntivia. 

 

Enfin, il est intéressant de relever la complémentarité des approches d’histologie et d’imagerie 

in situ, illustrée au cours de ce projet : les acquisitions réalisées au macroscope et au SPIM 

ne nous ont pas permis d’évaluer la viabilité du sphéroïde implanté et n’ont pas mis en 

évidence l’apoptose massive de ses cellules. Une des limites actuelles associées à l’imagerie 

in situ réside dans la difficulté d’étudier des marqueurs spécifiques à l’échelle du tissu, les 

immunomarquages étant par exemple difficiles à mettre en œuvre sur des échantillons entiers 

du fait des problèmes de diffusion des anticorps dans des échantillons épais (Renier et al. 

2014). Ceci illustre bien l’intérêt de réaliser une exploration multimodale d’un même échantillon 

et de combiner des modalités d’imagerie moléculaire et morphologiques notamment en 

recherche préclinique, pour améliorer la prédictibilité de l’efficacité de composés 

thérapeutiques en permettant une analyse complète des modèles d’étude précliniques 

tridimensionnels. Le développement de telles approches multimodales est actuellement décrit 

comme l’un des facteurs pouvant permettre d’améliorer la prédictibilité des études menées sur 
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les modèles précliniques et ainsi participer à la réduction des taux d’attrition en recherche et 

développement (Willmann et al. 2008; de Jong, Essers, and van Weerden 2014). 
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Les travaux réalisés au cours de ce projet de thèse ont permis d’aboutir à différents résultats.  

Une procédure d’implantation a tout d’abord été développée pour intégrer un sphéroïde dans 

le derme d’un explant de peau de façon reproductible. Cette procédure a fait l’objet d’un brevet, 

qui protège le procédé permettant d’implanter de façon générale un amas cellulaire dans le 

derme d’une biopsie de peau. 

Le modèle ainsi obtenu pourrait présenter l’avantage de reproduire les interactions entre les 

cellules tumorales et leur microenvironnement, d’une façon plus complète que les modèles in 

vitro existant actuellement, tout en étant facile à mettre en œuvre et à maintenir en culture ex 

vivo.  

 

Cependant, la caractérisation de la viabilité du modèle a révélé la perte de viabilité rapide des 

sphéroïdes implantés dans un explant vivant. L’étude plus approfondie des facteurs pouvant 

être impliqués dans ces observations a permis de proposer une hypothèse expliquant ces 

résultats : la contrainte mécanique exercée par la peau sur le sphéroïde pourrait être à l’origine 

de sa perte de cohésion, tandis que les facteurs sécrétés par les cellules de la peau 

sembleraient être impliqués dans la mortalité des cellules de la périphérie des sphéroïdes. 

L’effet combiné de ces différents facteurs, liés à la complexité du modèle, pourrait présenter 

un frein à son développement.  

A l’issue de ce projet, il serait nécessaire d’approfondir ces résultats afin de confirmer cette 

hypothèse et de pouvoir par la suite envisager de nouvelles pistes de développement du 

modèle. A ce jour, deux axes semblent particulièrement intéressants :  

- la simplification du modèle, en implantant par exemple des cellules en suspension 

plutôt qu’organisées sous forme de sphéroïde, pourrait permettre de limiter l’impact de 

la contrainte mécanique du tissu sur les cellules ;   

- l’ajout d’une dimension dynamique à la culture du modèle, à l’aide de systèmes de 

microfluidique, pourrait permettre de supporter sa complexité et de réduire l’impact de 

l’accumulation de facteurs ayant un impact négatif sur le sphéroïde à l’intérieur du tissu. 

 

En parallèle de ces travaux, une stratégie d’analyse multimodale, notamment basée sur la 

transparisation de la peau humaine (manuscrit en préparation) a été développée pour 

permettre d’étudier l’évolution du sphéroïde au sein de la peau sous différents aspects 

macroscopique, cellulaire et moléculaire. Cette approche permet d’exploiter pleinement les 

avantages apportés par la complexité du modèle développé et ouvre des perspectives 

intéressantes pour l’évaluation du potentiel thérapeutique d’un composé anti-cancéreux.  

De façon plus générale, les travaux réalisés au cours de ce projet ont révélé l’intérêt de la 

microscopie à feuille de lumière pour explorer la peau et ses annexes cutanées en trois 

dimensions. Ils ouvrent des perspectives pour l’étude de sa morphologie à l’échelle 
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macroscopique et cellulaire, notamment en dermatologie pour étudier l’effet de facteurs 

extérieurs ou de pathologies sur la modification de sa structure. 

 

L’aboutissement du développement du modèle OncoSkin® pourrait ainsi ouvrir des 

perspectives intéressantes pour l’étude du mélanome et l’évaluation de composés 

pharmacologiques ciblant cette pathologie : il pourrait permettre d’identifier et de valider des 

cibles thérapeutiques de façon plus prédictive que les modèles in vitro actuels grâce à une 

reproduction plus complexe des structures de la tumeur et de son microenvironnement. Son 

utilisation pourrait ainsi participer à la réduction de la quantité de tests devant être réalisés in 

vivo sur animaux. Une autre application intéressante pourrait résider dans l’utilisation du 

modèle pour des approches de thérapie ciblée, au-travers de l’implantation de cellules issues 

de tumeurs de patients.  

  



 

 

169 

 

  



 

 

170 

 

 

 

MATERIELS ET METHODES 



Matériels et méthodes 

 

171 

1. Culture cellulaire 

 

1.1 Lignées cellulaires et conditions de culture 

 

Cette étude a nécessité la culture de plusieurs lignées cancéreuses : la lignée WM-266-4 

(ATCC) issue de mélanome métastatique, la lignée WM-115 (ATCC) issue de mélanome 

primaire du même patient et la lignée HCT116 (ATCC) issue d’adénocarcinome colique. Ces 

lignées cellulaires ont été cultivées dans un milieu DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) 

4.5g/L de glucose avec glutamine stabilisée et pyruvate de sodium et 3.7 g/L NaHCO3 (Pan 

Biotech) complémenté par 10 % de SVF (Sérum de Veau Fœtal) (Sigma) et 1% d’un mélange 

de pénicilline et streptomycine (Pan Biotech). Toutes les lignées ont été cultivées dans un 

incubateur à 37°C sous atmosphère humide et régulée à 5% de CO2. 

 

1.2 Production des sphéroïdes 

 

Les sphéroïdes ont été produits à partir des lignées cellulaires décrites ci-dessus dans des 

plaques 96 puits à fond rond spécialement traitées pour empêcher l’adhésion cellulaire 

(Sigma, Costar). Les cellules ont été ensemencées à hauteur de 500, 1000 ou 2000 cellules 

par puits puis les plaques ont été centrifugées à 190g à température ambiante pendant 6 

minutes. Les sphéroïdes ont été cultivés dans 100 µL du milieu décrit ci-dessus pour les 

lignées cellulaires dans un incubateur à 37°C sous atmosphère humide et régulée à 5% de 

CO2. Leur milieu de culture a été renouvelé tous les 3 jours par ajout de 50 µL de milieu frais. 

Les milieux conditionnés ont été obtenus en maintenant des modèles OnkoSkin® ou des 

biopsies implantées pendant 24h ou 48h dans le milieu de culture décrit ci-dessus pour les 

lignées cellulaires. Sept jours après ensemencement des suspensions cellulaires, les 

sphéroïdes ont été récoltés puis remis en culture dans 100 µL de milieu conditionné. Les 

sphéroïdes de NHEK et de NHEK/NHEM ont été fournis par la société Syntivia. 

 

1.3 Marquage des sphéroïdes au CMTMR™ 

 

Afin de pouvoir suivre le sphéroïde dans la peau après implantation, les sphéroïdes ont été 

marqués avec le marqueur fluorescent CMTMR (5-(and-6)-(((4-

chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine) (Life Technologies). Ce marqueur 

cytoplasmique a été sélectionné parmi un panel de marqueurs testés (CellMask™ Orange et 

vert, CFDA SE, CellTracker™ Vert CMFDA) pour son absence de cytotoxicité et sa forte 

intensité de fluorescence. 
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Les sphéroïdes ont été incubés environ 16h dans du milieu contenant 5 µM de CMTMR 

préparé à partir d’une solution stock à 1 mM en DMSO. Après un lavage en PBS (Phosphate 

Buffered Saline) (Pan Biotech), les sphéroïdes sont remis en culture ou implantés. 

 

1.4 Culture des sphéroïdes en agarose Low Melting Point 

 

Sept jours après centrifugation des suspensions cellulaires, les sphéroïdes obtenus ont été 

repris dans des solutions de 1%, 2%, 3% et 4% d’agarose Low Melting Point (Sigma) en PBS 

dans des plaques 12 puits. La matrice d’agarose a ensuite été découpée à l’emporte-pièce en 

cylindres de 11 mm de diamètre autour des sphéroïdes. Ces échantillons découpés ont ensuite 

été remis en culture dans 1mL de milieu de culture en plaque 12 puits. 

 

2. Culture des modèles OncoSkin® et NativeSkin® 

 

2.1 Préparation de la peau 

 

Les modèles utilisés au cours de ce projet ont été produits à partir de prélèvements de peau 

provenant de donneurs ayant subi une dermolipectomie abdominale. Ces prélèvements ont 

été collectés par Genoskin après obtention du consentement éclairé des patients. Les 

expériences réalisées ont été conduites sur des donneurs d’origine caucasienne et de sexe 

féminin, allant de 25 à 55 ans.  

Une fois les échantillons de peau collectés, l’absence des virus HIV 1/2 et hépatites B et C 

dans le sang des donneurs a été vérifiée. Les échantillons de peau ont été dégraissés, puis 

des biopsies circulaires de 11 mm de diamètre ont été prélevées à l’aide d’un emporte-pièce, 

en plaçant l’épiderme de la peau vers le haut. Les biopsies ont été placées en flottaison sur 

du PBS (Dominique Dutscher) en attendant d’être traitées. 

 

2.2 Dessiccation de biopsies de peau 

 

Pour produire les modèles de peau desséchée, les biopsies de peau ont été déposées dans 

une boîte de Pétri à sec puis maintenues dans un incubateur à 37°C sous atmosphère humide 

et régulée à 5% de CO2 pendant 10 jours. Elles ont ensuite transférées dans une solution de 

PBS environ 30 minutes pour être réhydratées avant de procéder à leur implantation. 
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2.3 Implantation des sphéroïdes 

 

Les sphéroïdes ont été implantés selon deux procédés différents, nommés Montage n°1 et 

Montage n°2 dans la partie Résultats. 

 

 Montage n°1 : système seringue / aiguille 

10 µL d’une solution de PBS, d’agarose Low Melting Point 10 mg/mL (1%) en PBS ou de 

gélatine de peau de bœuf de type B (Sigma) à 100 mg/mL maintenue à l’état liquide dans un 

bain à sec à 37°C ont été aspirés dans une aiguille biseautée 18G (BD Microlance) montée 

sur une seringue de 1 mL (Terumo), puis un sphéroïde a été aspiré dans 5 à 10 µL de la même 

solution. L’aiguille a ensuite été insérée parallèlement à la surface de la peau dans le derme 

d’une biopsie et son contenu a été progressivement injecté. 

 

 Montage n°2 : système aiguille / piston 

10 µL d’une solution de gélatine à 100 mg/mL ou 250 mg/mL maintenues à l’état liquide dans 

un bain à sec réglé à 37°C ont été aspirés dans une aiguille biseautée (18G) montée sur une 

seringue de 1 mL, puis un sphéroïde a été aspiré dans 5 à 10 µL de la même solution. La 

seringue et l’aiguille ont ensuite été maintenues en position horizontale entre 3 et 5 minutes à 

température ambiante pour laisser les solutions de gélatine gélifier. L’aiguille a été démontée 

de la seringue puis introduite dans le derme d’une biopsie parallèlement à la surface de la 

peau. Un piston a été inséré dans le conduit de l’aiguille afin d’implanter son contenu dans le 

derme des explants de peau. 

A l’issue des phases de développement de la procédure d’implantation, le montage n°1 a été 

retenu pour implanter les sphéroïdes dans une solution de gélatine visqueuse concentrée à 

100 mg/mL. 

 

2.4 Injection de gélatine 

 

Un volume de 20 µL de gélatine à 100 mg/mL à l’état liquide a été injecté dans le derme selon 

la technique décrite dans le montage n°1. 

 

2.5 Culture des modèles OncoSkin®, NativeSkin® et des explants implantés 

 

Les modèles OncoSkin® ont été produits en mettant en culture les explants implantés selon 

le procédé breveté de mise en culture des modèles NativeSkin®, puis cultivés dans 1 mL de 

milieu décrit pour la culture des cellules implantées correspondantes. Le milieu de culture des 

modèles a été renouvelé quotidiennement. 
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Pour la condition « Flottaison »  de l’expérience dans laquelle des sphéroïdes ont été traités 

avec du milieu conditionné, des explants implantés ont également été cultivés directement en 

flottaison sur 1 mL du milieu décrit pour la culture des WM-266-4. 

 

3. Analyse en histologie 

 

3.1 Fixation et inclusion en paraffine 

 

Les biopsies de peau ont été placées dans des cassettes histologiques et incubées dans une 

solution de formaline tamponnée à 10% (Sigma Aldrich), durant 24 heures à température 

ambiante. 

Les échantillons ont ensuite été progressivement déshydratés dans des bains successifs 

d’éthanol, de 70% à 98% (v/v), puis transférés dans des bains de cyclohexane (NormaPur) 

avant d’être inclus en paraffine (ParaPlast Plus). Ce procédé a été mis au point pour permettre 

de préserver la fluorescence des échantillons.  

 

Les sphéroïdes ont été fixés une première fois, en formaline tamponnée à 10% (Sigma) sur la 

nuit, puis ont été rincés en PBS (Dominique Dutscher) et ont été repris dans une solution 

d’agarose de type D (Euromedex) en PBS concentrée à 1%. Des cylindres de 11 mm de 

diamètre d’agarose contenant les sphéroïdes ont été prélevés à l’emporte-pièce puis à 

nouveau fixés en formaline tamponnée à 10% (Sigma) sur la nuit. Les échantillons ont ensuite 

été déshydratés et inclus en paraffine selon le même procédé que celui décrit pour les 

échantillons de peau. 

 

3.2 Réalisation des coupes en paraffine 

 

Des coupes des blocs de peau transversales de 10µm d’épaisseur ont été réalisées avec un 

microtome (Leica). Les échantillons contenant un sphéroïde implanté ont été coupés dans leur 

intégralité afin de pouvoir identifier et sélectionner les coupes contenant le sphéroïde, 

identifiables au microscope à l’aide à la fluorescence du marqueur CMTMR sur un microscope 

à épifluorescence (Leica DM5000).  

Les coupes sélectionnées ont été placées sur des lames polarisées (SuperFrost Plus).  

 

3.3 Coloration à l’hématoxyline et éosine 

 

La structure et l’intégrité des échantillons ont été évaluées au moyen de colorations à 

l’hématoxyline et à l’éosine. 
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Tableau 4. Conditions spécifiques aux anticorps primaires utilisés 

 

 

 

 

 

Tableau 5. Conditions spécifiques aux anticorps secondaires utilisés 
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Dans un premier temps, les lames ont été déparaffinées dans des bains successifs de xylène 

(NormaPur) et d’éthanol 100% et 95% (v/v) avant d’être réhydratées dans de l’eau. Elles ont 

été ensuite colorées dans un bain d’hématoxyline de Mayer (Q Path) durant 3 minutes puis 

rincées à l’eau. Après avoir été placées durant 30 secondes dans un bain d’éthanol 95% (v/v), 

les lames ont été placées dans un bain d’éosine Y alcoolique concentrée à 0,2% pendant 2 

minutes. Pour finir, les lames ont été déshydratées dans des bains successifs d’éthanol, de 

95% à 100% (v/v) et de xylène, avant d’être montées entre lames et lamelles avec le milieu 

de montage EuKitt® (Sigma Aldrich). 

 

3.4 Immunofluorescence 

 

La viabilité cellulaire des échantillons a été évaluée à l’aide de marquage en 

immunofluorescence réalisés sur des coupes de 10 µm d’épaisseur des échantillons inclus en 

paraffine.  

Les coupes ont tout d’abord été déparaffinées dans des bains successifs de cyclohexane et 

d’éthanol 95% (v/v), puis réhydratées en PBS. 

Une étape de démasquage a ensuite été réalisée par incubation des lames dans un tampon 

(voir Tableau 4) durant 40 minutes à 95°C. Après deux rinçages en PBS (Dominique 

Dutscher), les lames ont été saturées dans une solution de sérum de chèvre (Dominique 

Dutscher) dilué au 1/20ième (v/v) dans du PBS (Dominique Dutscher) pendant 40 minutes à 

37°C. Cette étape a éventuellement été accompagnée d’une étape de perméabilisation au 

triton X-100 dilué à 0,5% (v/v) dans la solution de saturation. 

Les échantillons ont ensuite été incubés dans une solution d’anticorps primaire préparée dans 

une solution de sérum de chèvre diluée au 1/20ième (v/v) sur la nuit à 4°C. 

Le lendemain, après deux rinçages en PBS, l’anticorps secondaire, couplé au fluorochrome 

Alexa647 (Life Technologies), dilué au 1/500 (v/v) dans une solution de sérum de chèvre à 

1/20 (v/v), a été incubé sur les coupes durant 1 heure à température ambiante (voir Tableau 

5). Une contre-coloration nucléaire de 4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) 

(Sigma) a été réalisée en diluant le contre-colorant dans la solution d’anticorps secondaire à 

une concentration de 0,1 µg/mL.  

Après 2 rinçages au PBS, les lames ont été montées avec du milieu de montage aqueux 

Fluoromount® (Sigma). 
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3.5 Microscopie de fluorescence et analyse d’images 

 

Une fois séchées, des images des lames colorées ont été acquises en lumière transmise avec 

un microscope (Leica DMi1) équipé d’objectifs 5X, 20X et 40X et d’une caméra MC170HD 

(Leica).  

 

Des images de la fluorescence des échantillons ont été acquises avec un microscope à 

épifluorescence (Leica DM5000) équipé d’objectifs 10X et 20x et d’une caméra ES CCD 

COOLsnap (Roper). 

 

Les images en fluorescence obtenues ont été analysées avec le logiciel ImageJ. 

La quantification du nombre de cellules marquées Ki67 a été réalisée de la façon suivante : 

- Un seuil a été appliqué sur les images de la fluorescence du DAPI pour identifier les 

noyaux des cellules.  

- De la même façon, un seuil identique pour toutes les conditions d’une même 

expérience a été appliqué aux images de la fluorescence du marquage pour identifier 

le signal positif.  

- Les régions correspondant aux noyaux des cellules ont ensuite été reportées sur les 

images binarisées de la fluorescence du marquage. Le nombre de cellules marquées 

a été obtenu à l’aide de la fonction d’analyse de particules du logiciel, en récupérant 

les cellules marquées au DAPI présentant un signal positif pour le marquage. 

Les cellules positives pour la caspase-3 active ont été quantifiées en segmentant 

manuellement 50 cellules situées dans les 5 assises cellulaires les plus périphériques des 

sphéroïdes, à partir du signal de fluorescence de leur contre-coloration au DAPI. La même 

méthodologie que celle décrite précédemment pour le marquage Ki67 a ensuite été appliquée. 

 

3.6 Analyse biochimique de la viabilité cellulaire 

 

La viabilité générale des cellules de la peau a été évaluée à l’aide d’un test 

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma).  

Des biopsies de 2 mm de diamètre ont été incubées dans 200 µL d’une solution de MTT 

pendant 18 heures dans un incubateur à 37°C sous atmosphère humide et régulée à 5% de 

CO2. A l’issue de cette incubation, les biopsies ont été fixées puis incluses en paraffine selon 

le procédé décrit précédemment (Paragraphe 3.1).  

Des coupes de 5 µm d’épaisseur ont été observées et imagées en lumière transmise après 

déparaffinage avec un microscope (Leica DMi1) équipé d’un objectif 20X afin d’évaluer 

l’incorporation du sel de tetrazolium. 
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4. Visualisation des biopsies de peau et des sphéroïdes in toto 

 

4.1 Transparisation des échantillons 

 

Pour pouvoir procéder aux analyses in situ au macroscope et au SPIM, les échantillons ont 

préalablement été transparisés. Les échantillons ont été fixés en formaline tamponnée à 10%.  

Trois techniques de transparisation ont par la suite été mises en œuvre. 

Selon la première technique, les échantillons ont été déshydratés par des bains successifs   

d’éthanol de 25%, 50%, 70% et 98% (v/v) de 4 heures respectivement à température ambiante 

sous agitation puis maintenus en éthanol 98% sur une nuit avant d’être transférés dans une 

solution d’alcool de Benzyle (BA) (Sigma) et de Benzoate de Benzyle (BB) (Sigma) en 

proportion 1 pour 2 (v/V) et incubés 2 jours à température ambiante sous agitation. 

La deuxième technique a été réalisée à partir de Di-Benzyl Ether (DBE) après une 

déshydratation à l’éthanol. Comme décrit pour la première technique, les échantillons ont été  

déshydratés par bains successifs d’éthanol de 30%, 50%, 70% et 95% (v/v) en PBS de 4 

heures respectivement à température ambiante sous agitation. Ils ont ensuite été maintenus 

en éthanol 95% sur une nuit avant d’être transférés dans une solution de Di-Benzyl Ether 

(Sigma) et incubés 2 jours à température ambiante sous agitation. 

La troisième technique a été réalisée à partir de DBE après une déshydratation en 

tetrahydrofuran (THF). Les échantillons ont été déshydratés par bain successifs de THF 

(Sigma) à 50% et 80% (v/v) de 2 heures respectivement puis d’un dernier bain à 100% sur la 

nuit à température ambiante sous agitation. Les échantillons ont ensuite été incubés dans une 

solution de Dichloromethane (Sigma) à 100% pendant 30 minutes. Les échantillons ont été 

transférés dans une solution de DBE et incubés 2 jours à température ambiante sous agitation. 

Suite aux étapes de mises au point, la première technique a par la suite été utilisée en routine. 

 

4.2 Macroscopie de fluorescence et analyse d’images des sphéroïdes implantés 

 

Une fois transparisés, les échantillons ont été imagés avec un macroscope (MacroFluo Z16 

APO, Leica Microsystems) équipé d’une caméra (ES CCD COOLsnap, Rover) avec un objectif 

2X et une bague de grossissement 0,57X. Pour ce faire les échantillons ont été placés dans 

le solvant de transparisation (BA-BB ou BDE) dans des cuves adaptées et positionnés de sorte 

que le derme soit orienté vers l’objectif. Des acquisitions ont été réalisées en lumière transmise 

pour visualiser la peau ainsi qu’en fluorescence pour visualiser le sphéroïde. 

Les images obtenues ont été analysées avec le logiciel ImageJ. Un seuil a été appliqué sur 

les images de la fluorescence du sphéroïde pour binariser le signal de fluorescence. La 

fonction d’analyse de particules du logiciel a ensuite été utilisée pour récupérer le nombre de 
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particules, leur position et la circularité des sphéroïdes. La position des cellules dispersées par 

rapport au centre du sphéroïde a été calculée avec le logiciel Microsoft Excel. La distribution 

des cellules en fonction de leur distance par rapport au centre du sphéroïde a été déterminée 

à l’aide du logiciel Prism. 

 

4.3 Visualisation des modèles OncoSkin® en microscopie à feuille de lumière 

 

Les échantillons transparisés ont également été imagés via la microscopie SPIM (Lorenzo et 

al. 2011). L’échantillon transparisé a été placé dans un porte-échantillon en BABB puis imagé 

grâce à un objectif à air 5X comme décrit dans les résultats (Figure 32A). 

Les acquisitions de z-stacks ont été réalisées avec une excitation laser à 491nm et un filtre 

510-20 à l’émission pour visualiser l’autofluorescence de la peau et avec une excitation  à 

532nm et une détection avec un filtre 593 LP pour visualiser le marquage du CMTMR. 

Classiquement le pas d’acquisition en z a  été de 1,3nm. 

L’analyse d’image a été réalisée à l’aide du logiciel ImageJ pour obtenir les projections en 

intensité maximale et du logiciel Imaris pour les visualisations 3D. Le sphéroïde a été 

segmenté à l’aide du logiciel Imaris. 

 

4.4 Imagerie et analyse des sphéroïdes en culture 

 

La morphologie et la croissance des sphéroïdes cultivés en plaque 96 puits ont été évaluées 

au cours de leur culture pour certaines expériences.  

Des images des sphéroïdes ont été acquises en lumière transmise avec un Arrayscan™ (VTI 

HCS Reader, Thermo). L’aire des sphéroïdes a été déterminée à partir des images obtenues 

par segmentation du contour des sphéroïdes à l’aide d’un programme défini dans le logiciel 

Cellomics du microscope. Le rapport des aires en fin et début de culture a été calculé pour 

chaque sphéroïde, et les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel Prism à l’aide 

du test statistique non paramétrique de Wilcoxon Mann-Whitney. 
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ADNc : Acide Désoxyribonucléique cyclique  

ARN : Acide Ribonucléique 

 

BA : Benzyl Alcohol 

BB : Benzyl Benzoate 

BCL2A1 :B-Cell CLL/Lymphoma 2 

 

CFDA SE : CarboxylFluorescein DiAcetate Succunimidyl Ester 

CMFDA : 5-ChloroMethylFluorescein DiAcetate 

CMTMR : (5-(and-6)-(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine) 

CO2 : Dioxyde de Carbone  

CDK4 : Cyclin-Dependant Kinase 4 

CDKN2A : Cyclin-Dependant Kinase 2A inhibitor 

CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4 

 

DAPI : 4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

DBE : Di-Benzyl Ether 

DMBA : 7,12-DiMethylBenz[a]Anthracene 

DMEM : Dubelcco’s Modified Eagle Medium 

DMSO : DiMethylSulfOxyde 

DOPA : 3,4-Dihydrophénylalanine 

 

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase 

 

FDA : Food and Drugs Administration  

 

HGF : Hepatocyte Growth Factor 

HIV : Human Immunodeficiency Virus 

 

IFN : Interféron alpha 2b 

IL-2 : Interleukine 2 

 

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase 

MC1R : MelanoCortin Receptor 1 

MEK : MAPK/ERK Kinase 

MITF : Microphthalmia-associated Transcription Factor 

MSH : Melanocyte-Stimulating Hormone 



Liste des abréviations 

 

 

184 

MTT : Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide 

 

NRAS : Neuroblastoma RAS 

 

PBS : Phosphate Buffered Saline 

PD-1 : Programmed cell death 1 

PDX : Patient-Derived Xenograft 

PI(3)K : PhosphoInositide 3-Kinase 

PKB : Protéine Kinase B  

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog 

 

RGP : Radial Growth Phase 

RHE : Reconstructed Human Epidermis 

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase  

 

SVF : Sérum de Veau Fœtal  

SPIM : Single Plane Illumination Microscopy 

 

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase 

THF : TetraHydroFuran 

TP53 : Tumor Protein 53 

TPA : Terephthalic Acid 

TRAIL : Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

 

UV : Ultra-Violet 

 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VGP : Vertical Growth Phase 
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Développement d’un modèle humain de mélanome ex vivo basé sur l’implantation de sphéroïdes dans des 
explants de peau 
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 Le mélanome métastatique est le cancer de la peau le plus agressif. Bien que son taux d’incidence soit inférieur à 

1%, plus de 75% des décès associés à un cancer de la peau lui sont attribués.Au cours des dernières années, de nouvelles 

stratégies thérapeutiques ont permis d’améliorer la survie des patients. Cependant, des mécanismes de résistance à ces 

traitements se développent dans la majorité des cas, conduisant à une phase de rechute, et une survie à 5 ans inférieure 

à 20%.Des modèles d’étude expérimentaux sont nécessaires afin de comprendre les mécanismes impliqués dans 

l’apparition de ces résistances et développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Différents modèles in vitro sont 

actuellement utilisés pour le développement de drogues anti-tumorales, tels que celui du sphéroïde. Bien qu’il permette de 

reproduire l’organisation tridimensionnelle d’une tumeur, l’absence de microenvironnement tumoral empêche l’étude des 

interactions entre les cellules tumorales et celui-ci alors que ces facteurs jouent un rôle primordial dans la croissance 

tumorale et le développement de métastases. 

Dans ce contexte, mes travaux ont porté sur le développement et la caractérisation d’un modèle ex vivo de 

mélanome humain complet permettant l’étude de l’évolution d’une tumeur dans le tissu sain et l’évaluation de composés 

pharmacologiques. 

Les travaux réalisés ont tout d’abord conduit au développement d’un modèle de cancer cutané basé sur la 

combinaison d’un modèle de sphéroïde de lignée cellulaire de mélanome humain et du modèle de peau humaine ex vivo 

NativeSkin®, développé par la société Genoskin. Une procédure a été développée et validée pour permettre l’implantation 

reproductible d’un sphéroïde dans le derme des explants de peau. Parallèlement, j’ai développé une approche d’imagerie 

in situ par microscopie à feuille de lumière après transparisation des modèles. J’ai également développé une stratégie 

d’analyse d’images permettant la caractérisation quantitative de l'évolution du sphéroïde implanté en 3 dimensions et de 

suivre la dispersion des cellules du tumorales au sein de l’explant de peau. La caractérisation histologique du modèle 

implanté a révélé de façon très inattendue une perte progressive de l’intégrité du sphéroïde après implantation, associée à 

une diminution rapide de la prolifération des cellules le constituant et l’apoptose massive des cellules situées à sa périphérie. 

Ce phénomène a été observé de façon similaire lors de l’implantation de sphéroïdes produits à partir de différents types 

cellulaires. Afin de comprendre ces résultats, j’ai étudié l’implication potentielle de différents paramètres dans l’induction de 

la mortalité cellulaire observée tels que les conditions d’implantation, les facteurs synthétisés par le modèle et la contrainte 

mécanique exercée par le derme. Les résultats obtenus suggèrent que les facteurs sécrétés par les modèles après 

implantation du sphéroïde ont un effet antiprolifératif sur les sphéroïdes de mélanome et qu’ils induisent la mortalité des 

cellules situées à sa périphérie. Par ailleurs, l’application d’une contrainte mécanique extérieure sur les sphéroïdes de 

mélanome entraîne la perte de la cohésion de leur structure. Enfin, l’implantation de sphéroïdes dans le derme de biopsies 

de peau préalablement desséchées, induisant une perte de la viabilité cellulaire, a conduit à des résultats opposés à ceux 

observés avec de la peau normale : la structure des sphéroïdes reste cohésive et la prolifération des cellules est maintenue 

en périphérie du sphéroïde sans qu’aucune apoptose massive ne soit observée. 

L'ensemble de ces travaux semble suggérer que la mortalité du sphéroïde pourrait être, en partie, la conséquence 

d’une contrainte mécanique exercée par la peau sur le sphéroïde et/ou de facteurs produits par la peau durant sa culture. 

Ces données ouvrent des perspectives intéressantes dans le domaine de l’ingénierie tissulaire pour l’évaluation 

pharmacologique de composés thérapeutiques. 
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