UNIVERSITE DE LIMOGES

ECOLE DOCTORALE Science - Technologie - Santé

Faculté de Médecine

Année 2004/2005 Theése N°

These

pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LIMOGES
Discipline : Biologie Moléculaire
présentée et soutenue publiquement par
Dany LECLERS
le 18 octobre 2005

Conception de récepteurs circulants anti-lymphayénioaques par

clonage de la séquence codante du gene humain VBGFR

Application en cancérologie

JURY :

Mr le Professeur Raphael ROUSSEAU

Mr le Professeur Thomas BACHELOT

Mr le Professeur Michel RIGAUD

Mr le Professeur Jean Louis CHARISSOUX
Mr le Docteur Jacques MONTEIL

Mlle le Docteur Aurélie DUTOUR

Rapporteur
Rapporteur
Examinateur
Examinateur
Examinateur

Examinateur



UNIVERSITE DE LIMOGES
FACULTE DE MEDECINE

DOYEN DE LA FACULTE: Monsieur le Professeur VANDBX Jean-Claude

ASSESSEURS Monside Professeur LASKAR Marc
Monsieur le Professeur VALLEIX g
Monsieur le Professeur COGNE Mich

SECRETAIRE GENERAL DE LA FACULTE — CHEF DES SERVIGEADMINISTRATIFS:

ROCHE Doriane

PROFESSEURS DES UNIVERSITES — PRATICIENS HOSPITAREE
C.S. : Chef de Service

ACHARD Jean-Michel PHYSIOLOGIE

ADENIS Jean-Paul (C.S.) OPHTALMOLOGIE

ALAIN Jean-Luc (C.S.) CHIRURGIE INFANTILE

ALDIGIER Jean-Claude (C.S.) NEPHROLOGIE

ARCHAMBEAUD-MOUVEROUX Francoise (C.S.) MEDECINE MERNE

ARNAUD Jean-Paul (C.S.) CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ERAUMATOLOGIQUE
AUBARD Yves (C.S.) GYNECOLOGIE - OBSTETRIQUE

BEDANE Christophe DERMATOLOGIE

BERTIN Philippe THERAPEUTIQUE

BESSEDE Jean-Pierre OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE

BONNAUD Francois (C.S.) PNEUMOLOGIE

BONNETBLANC Jean-Marie DERMATOLOGIE

BORDESSOULE Dominique (C.S.) HEMATOLOGIE

CHAPOT René RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE

CHARISSOUX Jean-Louis CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TBRMATOLOGIQUE
CLAVERE Pierre (C.S.) RADIOTHERAPIE

CLEMENT Jean-Pierre (C.S.) PSYCHIATRIE

COGNE Michel (C.S.) IMMUNOLOGIE



COLOMBO Pierre
CORNU Elisabeth
COURATIER Philippe
CUBERTAFOND Pierre
DANTOINE Thierry
DARDE Marie-Laure (C.S.)

DE LUMLEY WOODYEAR Lionel (C.S.)

DENIS Francois (C.S.)
DESCOTTES Bernard (C.S.)
DUDOGNON Pierre (C.S.)
DUMAS Jean-Philippe (C.S.)
DUMONT Daniel (C.S.)
FEISS Pierre (C.S.)
FEUILLARD Jean (C.S.)
GAINANT Alain (C.S.)
GAROUX Roger (C.S.)
GASTINNE Hervé (C.S.)

JAUBERTEAU-MARCHAN Marie-Odile

LABROUSSE Francois (C.S.)
LACROIX Philippe

LASKAR Marc (C.S.)

LE MEUR Yannick
LIENHART-ROUSSIE Anne
MABIT Christian

MARQUET Pierre

MAUBON Antoine (C.S.)
MELLONI Boris

MERLE Louis

MOREAU Jean-Jacques (C.S.)
MOULIES Dominique (C.S.)
NATHAN-DENISOT Nathalie
PARAF Francois
PILLEGAND Bernard

PIVA Claude (C.S.)

PLOY Marie-Cecile

PREUX Pierre-Marie
RIGAUD Michel (C.S.)

UROLOGIE
CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIO-VASCAIRE
NEUROLOGIE
CLINIQUE DE CHIRURGIE DIGESTIVE
GERIATRIE ET BIOLOGIE DU VIEILLISEMENT
PARASITOLOGIE
PEDIATRIE
BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE
ANATOMIE
REEDUCATION FONCTIONNELLE
UROLOGIE
MEDECINE DU TRAVAIL
ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATIOCBHIRURGICALE
HEMATOLOGIE
CHIRURGIE DIGESTIVE
PEDOPSYCHIATRIE
REANIMATION MEDICALE
IMMUNOLOGIE
ANATOMIE ET CYTOLOGIE PANDLOGIQUE
MEDECINE VASCULAIRE
CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIO-ASCULAIRE
NEPHROLOGIE
PEDIATRIE
ANATOMIE CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE
PHARMACOLOGIE ET TOXICOLOGIE
RADIOLOGIE
PNEUMOLOGIE
PHARMACOLOGIE
NEUROCHIRURGIE
CHIRURGIE INFANTILE
ANESTHESIOLOGIE ET REANIMAIDN CHIRURGICALE
ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUE
HEPATO-GASTRO-ENTEROLOGIE
MEDECINE LEGALE - HEMATOLOGIE
BACTERIOLOGIE - VIROLOGIE
INFORMATION MEDICALE ET EVALUATON
BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULARE



SALLE Jean-Yves

SAUTEREAU Denis (C.S.)
SAUVAGE Jean-Pierre (C.S.)
STURTZ Franck
TEISSIER-CLEMENT Marie-Pierre
TREVES Richard (C.S.)
TUBIANA-MATHIEU Nicole (C.S.)
VALLAT Jean-Michel (C.S.)
VALLEIX Denis

VANDROUX Jean-Claude (C.S.)
VERGNENEGRE Alain (C.S.)
VIDAL Elisabeth (C.S.)

VIGNON Philippe

VIROT Patrice (C.S.)
WEINBRECK Pierre (C.S.)
YARDIN Catherine (C.S.)

PROFESSEURS ASSOCIES A MI-TEMPS :

BUCHON Daniel
BUISSON Jean-Gabriel

MEDECINE PHYSIQUE ET READAPTATION
HEPATO-GASTRO-ENTEROLOGIE
OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

ENDOCRINOLOGIE ET MADIES METABOLIQUES

RHUMATOLOGIE

CANCEROLOGIE

NEUROLOGIE

ANATOMIE — CHIRURGIE GENERALE
BIOPHYSIQUE ET TRAITEME DE L'IMAGE
EPIDEMIOLOGIE-ECONOMIE DEA SANTE
MEDECINE INTERNE

REANIMATION MEDICALE
CARDIOLOGIE
MALADIES INFECTIEUSES
HISTOLOGIE-CYTOLOGIE-CYTOGETIQUE

MEDECINE GENERALE
MEDECINE GENERALE



A mon peére,
Que ce travail soit un témoignage de mon immerfsetafn, de
mon respect au regard de ses formidables qualitédeemon
infinie reconnaissance pour ce qu’il m’'a apprisdenné.
Que notre complicité d’autrefois demeure a jamaravge

auprés de mes meilleurs souvenirs...

A ma mere, a son courage et son extraordinaireodément,

A mon frére et son exemplarité absolue,

A ma famille,

A tous mes amis.



Remerciements

Monsieur le Professeur Michel RIGAUD,

Professeur des Universités de Biochimie et de BieldMoléculaire,

Faculté de Médecine de Limoges,

Biologiste des Hopitaux, Chef du Service de Biodhist Génétique Moléculaire, Chimie des
Explorations Fonctionnelles, C.H.R.U. de Limoges,

Directeur de These,

Vous m’avez témoigné votre confiance en m'accepaansein de votre équipe de recherche
et je vous en suis infiniment reconnaissant. J'\trauvé les meilleures conditions pour
réaliser ma formation au sein d’'une équipe competafynamique et chaleureuse. Je vous
remercie de m’avoir permis de bénéficier de votreos, de votre imagination et de votre

expérience. Je m'attacherai désormais a en faimeubage...

Monsieur le Professeur Raphaél ROUSSEAU,

Professeur des Universités d’Oncologie Pédiatrique,

Faculté de Médecine de Lyon

Praticien Hospitalier, service d’Oncologie Péd@uig, Centre Régional de Lutte contre le
Cancer Léon Bérard,

Vous me faites I'honneur de juger ce travail etvgris en remercie. Sachez que je suis
extrémement sensible a votre participation a hesation de ce projet scientifique et que je
suis honoré vous ayez accepté de I'enrichir deevgdaroir et de votre expérience.



Monsieur le Professeur Thomas BACHELOT,

Professeur des Universités d’Oncologie,

Faculté de Médecine de Lyon,

Praticien Hospitalier, service d’Oncologie, Ceriégional de Lutte contre le Cancer Léon
Bérard,

Je vous suis tres reconnaissant d’avoir accepteedfaire I'honneur d’étre rapporteur et juge
de ce premier travail scientifiqgue. Sachez mon gndfrespect et ma sensibilité a votre

disponibilité et vos consells.

Monsieur le Professeur Jean-Louis CHARISSOUX,

Professeur des Universités de Chirurgie Orthopé&deju raumatologique,

Faculté de Médecine de Limoges,

Chirurgien des Hopitaux,

Je vous remercie d’'avoir accepté de consacrer mpse la lecture de mon manuscrit. La
valeur de votre jugement est considérable a nos. yleutiens par ailleurs a vous remercier de
m’avoir fait bénéficier personnellement de vos @ssances et de m’avoir enseigné les

techniques chirurgicales dont 'usage m’était ipdissable durant ma thése.

Monsieur le Docteur Jacques MONTEIL,

Praticien Hospitalier, Service de Médecine Nuckair

Ta participation a mon jury de these est un védetgibaisir au méme titre que les moments
durant lesquels nous avons travaillé ensembles. éfficacité et tes compétences m’ont
permis de progresser dans un contexte amical é&twieax. Je t'exprime mes plus sinceres

remerciements pour ta disponibilité sans limiteagirofonde gentillesse.



Mademoiselle le Docteur Aurélie DUTOUR,

Center for Cell and Gene Therapy Baylor Colleg®etlicine, Houston,

Je suis ravi de ta présence a cette place. Tatwag est exemplaire et je suis fier d’avoir pu
travailler a tes c6tés pendant quelques unes dderagres années. J'y ai appris I'efficacité,
la rigueur et la générosité. Je te remercie d’apos une part trés active a ma formation, de
m’avoir toujours aidé, encouragé et conseillé. Bdumté est éloquente et les bénéfices de ton
enthousiasme sont prodigieux. Je reste infinimensible a ta remarquable disponibilité et je
ne peux oublier ni la qualité de tes conseilsarpértinence de tes pensées, ni I'ardeur de ta

bienveillance.

Monsieur le Professeur Franck STURTZ,

Professeur des Universités de Biochimie et Biolddadéculaire,

Faculté de Médecine de Limoges,

Praticien Hospitalier, Service de Biochimie et G&ng& Moléculaire, Chimie des
Explorations Fonctionnelles, C.H.R.U. de Limoges,

Je vous dois une reconnaissance particuliére pogénérosité que vous m'avez témoigné et
I'intérét constant que vous avez porté a mon ttavais recommandations et vos conseils ont

éte significatifs et votre aide incontestable.

Monsieur le Professeur Pierre DESCHAUX,

Professeur des Universités d'Immunologie,

Faculté des Sciences de Limoges,

Je vous remercie d’avoir toujours été disponibbe moments les plus importants. Je garde le
souvenir de la confiance que vous m'avez accorléeai quelques années et du soutien
indéfectible dont j'ai pu bénéficier a vos cotés. @Joublie rien de votre implication
personnelle, de vos conseils et de vos recommamdafu moment déterminant de mon
passage au sein de I'Ecole Doctorale Interdis@pinSciences Santé de Lyon. Sachez que je
suis infiniment sensible a 'engagement que vowxz alors témoigné a mon égard, ainsi qu'a
la sympathie et a la disponibilité dont vous awgdurs fait preuve. Soyez assuré de ma tres

grande reconnaissance.



Monsieur le Docteur Paul SLAOUT]I,

Président du Comité de la Creuse,

Ligue Nationale contre le Cancer,

Votre confiance a incontestablement été I'un désnéhts les plus déterminants de mon
doctorat. Vous m’avez offert de travailler dans d@esditions optimales, et jamais votre
soutien ne m’a fait défaut. Je vous ai souventnditreconnaissance et je continuerai a faire en
sorte de vous témoigner ma gratitude en me rerdigmbnible de quelque maniere que ce soit

au sein du Comité de la Ligue contre le Cancengue présidez.

Monsieur le Professeur Jean-Christian BRETON,

Professeur Honoraire des Universités de Biochimi&aogie Moléculaire,

Faculté de Médecine de Limoges,

Biologiste des Hopitaux,

Je tiens a vous témoigner mon profond respect etsymapathie. Votre attachement a
perpétuer I'enrichissement des jeunes esprits te¢ watérét constant sont la marque de votre

générosité et de votre bienveillance.

Madame le Docteur Hélene CHABLE-RABINOVITCH,

Maitre de Conférence des Universités de Biochimie,

Faculté de Médecine de Limoges,

Praticien Hospitalier, Service de Biochimie et QG&né Moléculaire, Chimie des
Explorations Fonctionnelles, C.H.R.U. de Limoges,

Je vous remercie de votre accueil au laboratoge/adre gentillesse et de votre disponibilité.
Les années passées sous votre responsabilitééoplaéées sous le double sceau de la bonne
entente et de I'enrichissement personnel. Je venencie de m’avoir inculqué (du moins
tenté) votre inégalable sens de I'ordre, de I'orgmtion et de la rigueur scientifique. Recevez

I'expression de ma sympathie et de mon respect.



Madame le Docteur Jeanne COOK-MOREAU,

Maitre de Conférence des Universités d'Immunologie,

Faculté de Pharmacie de Limoges,

Recois le témoignage de mes meilleures considérmatites compétences et ton dévouement
sont servis par une gentillesse a toute épreued.apprécié a leur juste valeur toutes tes

qualités pendant ces quelques années passees @wsemb

Madame le Docteur Karine DURAND,

Laboratoire de Biochimie Médicale,

Faculté de Médecine,

Ta participation a mon travail est inestimable. @aalités sont exemplaires. Elles s’étendent
de ta capacité a aider en toutes circonstancedsaudre les difficultés les plus tenaces, a
distribuer autour de toi les bénéfices de ta penibe, en passant par ta générosité au travalil,
ta patience, ton honnéteté et évidemment, ta tgssd et ta joie de vivre. Je t'exprime mon
immense reconnaissance pour la somme prodigieusmutiee que tu as fait pour moi, mais
surtout je t'exprime mon admiration face a la ntulte de tes capacités, I'étendue de tes
compétences et la maturité de ton expérience. titale modestie existe bien. Travailler a

tes cotés fut autant un enrichissement qu’unipldéschaque instant.

Mademoiselle le Docteur Guislaine BARRIERE,

Laboratoire de Biochimie Médicale,

Faculté de Médecine,

Ta gentillesse m'a accompagné en toutes circonstapendant ces quelques années, et je
t'exprime ma reconnaissance pour ton aide précietisa disponibilité. Je te remercie pour
tout ce que tu m'as apporté durant mon doctoratir gon écoute et tes conseils. Tes
compétences scientifiques et ta rigueur m’ont &ia gdrofit inestimable. Sois assurée de mes

meilleurs sentiments.

10



Mademoiselle le Docteur Barbara AKLA,

Je n'oublie pas les moments que nous avons pass&snble, ni les heures que tu as
réservées a m'enseigner ce que tu savais déjgpdronurs et ta réussite m’ont toujours laissé
admiratif et ont motivé mon travail. Tout n’est querite. J'espere profondément que ta

réussite soit prospere. Mais qui en douterait staint...

Monsieur Yoanne MOUSSEAU,

Je te souhaite la réussite que tu mérites. Testémale laissent pas la place au doute. Je te
dois une reconnaissance particuliere pour les ndasepoint que tu as fait pour moi, pour

I'aide précieuse et les avis que tu m’as app@t&smoments importants.

Monsieur le Docteur Yasser BAAJ,

Je suis convaincu que tes efforts de réussite sag¥oompensés comme il se doit. Je respecte
ton courage autant que japprécie ta gentillessdaebonne humeur. Ta sympathique
compagnie depuis ton arrivée au laboratoire futr@el plaisir. Je n'oublie pas ton aide a

chaque fois que j'en ai eu besoin.

Mademoiselle Barbara BESSETTE,

Tu n’as jamais hésité une seconde a m'apporteaitbm Elle fut précieuse a bien des égards
et tu sais a quel je te suis reconnaissant d’grarle temps de soulager mon inimitié pour les

toutes petites bétes...

Monsieur le Professeur Francois PARAF,

Professeur des Universités, Faculté de Médecine Lideoges, Praticien Hospitalier
d’Anatomie Pathologie, C.H.R.U. de Limoges,
Je te remercie de ta participation a ce travalleeta promptitude a apporter ton soutien et ton

aide. Recois ici le témoignage de mes meilleuresidérations.

11



Madame Hélene DZUGAN,

Recois le témoignage de ma grande considératiaie enon affection. Ta participation a
toutes les activités du laboratoire a toujours ®tgonyme d’enthousiasme et de bonne

humeur. Ta patience et ta gentillesse sont iradités. Te cotoyer fut un plaisir.

Madame Annette LABROUSSE,

Je vous remercie d’avoir toujours été disponiblesdque jen avais besoin. Recevez

I'expression de mon respect et de ma sympathie.

Madame Marie-Héléne PRADEAU,

Ta présence au laboratoire a toujours été un pldisi participes grandement a ce qui rend
notre « petite famille » tellement enthousiastagegable. Je garderai ton souvenir associé aux

meilleurs moments que j'ai passés au laboratoire.

A l'ensemble des personnes qui m'ont aidé et sayt@articulierementMarie-Juliette
DOUSSAUD-LESAGE, Sandra JUGE, Hao QIU, Mathieu LAURCHESSE, Muriel
« Désirée » URBE, Murielle GREGOIRE, Stéphane CHARET, Marie-Claude
GUINIER, Agnés SPARZA, Thierry GOUGAM, Marie-Claire BACLET,

Je vous témoigne ma sympathie et vous fais pamalsatisfaction et de mon plaisir a vous

avoir rencontré au laboratoire. Vos qualités respes ont agrémenté davantage encore une

atmospheére conviviale et dynamique. Tous mes vgeug accompagnent.

12



Résumé

La lymphangiogenése correspond au processus pbgsjake qui aboutit a la formation de
nouveaux vaisseaux lymphatiques a partir du réseaaulaire initial. Son implication est
particulierement décisive au moment du développeruenoral, en participant notamment a
la potentialisation de la dissémination dans l'oigame des cellules métastatiques. Les
nouvelles stratégies thérapeutiques destinéesitedita dissémination des métastases, point
critique de I'évolution tumorale, désignent de plels plus fréquemment les vaisseaux
lymphatiques comme des cibles d’'intérét. Au cowgsnds travaux, nous avons réalisé des
récepteurs circulants dans le but d’'inhiber la lanpgiogenése tumorale. Ces molécules ont
été congues a partir du gene humain du récepte@R=3, seul inducteur connu a ce jour de
la lymphangiogenese tumorale, en réponse aux factiicroissance VEGF-C et VEGF-D.
Nos résultats indiquent que les récepteurs cirtsilarhibent la croissance des cellules de
I'endothélium des vaisseaux lymphatiques d’origmémaine, réduisent leur capacité de
migration en réponse aux facteurs de croissanceraur et empéchent I'organisation de

structures vasculaires lymphatiques en formation.

Mots-clé : cancer, lymphangiogenése, VEGFR-3, VEGF-C, VEGFéDepteur circulant.
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Abstract

Lymphangiogenesis corresponds to the neo-formatidnlymphatic vessels. Tumor
development is associated with an increase in #seular networks near the tumor. The
production of growth factors stimulating the neonfi@tion of lymphatic vessels by cancer
cells constitutes one of the adaptations respan$dysl metastatic propagation. VEGF-C and
VEGF-D are released by tumor cells and bind to iguenreceptor expressed on lymphatic
endothelial cells : VEGFR-3. It has been estabtisttt VEGFR-3 mediated activation of
endothelial cells is crucial for tumor cell spregid lymphatic vessels. For this reason,
inhibiting VEGF-C and VEGF-D interaction with VEGFR appears to be a promising
strategy to prevent tumor spread to lymphatic notlese we report the design of chimeric
soluble VEGFR-3 aimed at trapping VEGF-C and VEGRi2l their capacity to inhibit
vitro endothelial lymphatic cell migration and formatiofimicrotubules. We demonstrated
that gene transfer of VEGFR-3 coding plasmid to CEHlls is efficient, that the protein
produced can be secreted and is active. Secret&FRE3 was able to inhibit proliferation
and migration of VEGF-C/-D stimulated endotheliginphatic cells in a collagen-matrix
assay. We also showed that the chimeric VEGFR-8ptecs prevented lymphatic cells from

forming microtubules.

Title : Anti-lymphangiogenesis circulating receptors :nohg of the coding sequence of the

human VEGFR-3 gene and applications in cancerology.

Keywords : cancer, lymphangiogenesis, VEGFR-3, VEGF-C, VEGFizulating receptor.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire

ADP : adénosine diphosphate

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ARNt : Acide ribonucléique de transfert

ARNT : Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator
ATP : adénosine triphosphate

BET : Bromure d’éthidium

BSA : Albumine sérique bovine

CD : Cluster of Differenciation

Cdk : Cyclin dependent kinases

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CPB : CREP binding protein

DEPC : Diethyl pirocarbonate

DMEM : milieu minimum essentiel Dulbecco’s modificatida Eagle
DMSO : Diméthyl sulfoxide

DNase: désoxyribonucléase

dNTP : Dinucléotides triphosphate

DO : Densité optique

ECL : « Enhancer chemiluminescence » : amplificateucldmioluminescence



EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique
ERK : extracellular signal regulated kinase
FTN : facteur de transcription nucléaire

GDP : Guanosine 5’-DiPhosphate

GRB2 : growth factor receptor-bound protein 2
GTP : Guanosine 5'-TriPhosphate

HEPES : acide N-[2-hydroxyéthl]piperazine-N’-[2-éthan#suide]
HIF : Hypoxia Inducible Factor

HRE : Hypoxia Response Element

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

kb : Kilo bases

kDa : Kilo daltons

LB : Luria broth

LYVE-1 : lymphatic vessel endothelial hyaluromaneptor-1
MEC : matrice extracellulaire

MEK : MAP/ERK kinase

MMP : Matrix metalloproteinase

NK : Naturel Killer

NLS : Signal de Localisation Nucléaire

NO : Monoxyde d’'azote

Nrp : Neuropiline

pb : Paire de base

PBS: Phosphate buffer saline
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PCR : Réaction de polymérisation en chaine
PECAM : Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule
PDGF : Platelet-derived growth factor

PM : Poids Moléculaire

Prox 1: Prospero-related homeobox 1
RNase: Ribonucléase

ROS : Espéce réactive de I'oxygene

RPA : Reparation Protein A

RPM : Rotations par minute

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

RT : reverse transcription

SDS: Sodium dodécyl sulfate

SDS-PAGE: Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS
SOS: son of sevenless

SVF: Sérum de veau foetal

TAE : Tris-EDTA-acide acétique

Tc : technétium

TILs : Lymphocytes T infiltrants les tumeurs
TK : thymidine kinase

TNF a : Tumor Necrosis Factor

UV : ultraviolet

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

17



Table des matieres

[ - Etude bibliographiqUE..........cooiiiiii e 26
I - 1- Croissance et développement tUMOral . ...uueeeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeaenns 26
|- 1- 1- Mécanisme et caractéristiques gdasrde la tumorigenese........................ 26
[- 1- 1- 1- Initiation du processus tumaral...........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiees 26
[- 1-1- 1- 1- Activation des protO-ONGIEES ........uveeeeeeeeeeereereeeeeernernnnnns 26.
[- 1-1- 1- 2- ROle des anti-ONCOGENES.....ccoeveiiiieieeeeeiieiieeeeiiiiinaas 29
[-1-1- 1- 3- Laréparation des dommagde$ADN..........ccovvvrrrrrrvrrinnnnnnn. 36
[- 1-1- 1- 3- Résistance a'apoptoSe.......ccccevviiiiiiiiiiririiiiiiiiieeeeeeeeeens 41
[- 1-1- 1- 4- LeStEIOMEraSES ....cummmeeereiiiiiiiiieeaaiaaiiiasissiiinniieeeeeeeeens 43
- 1- 1- 2- Caractéristiques des cellul@sa@reuses...........ccccccevciiiiiieeneeennn. 45
[- 1- 1-2- 1- MOIrPhOIOQIE ......ce e ittt 45
[- 1-1-2-2- MEtaboliSME ........uummeeeieiiiiiiiiiiiiieeeeee e 46
|- 1- 2- Lesvoies du développement tUmMOral.........ccccceeeeeeeeeeeiiiiiiiiciiiieeeeen. 48
N R A = g o [ Yo =] g =] 48
- 1- 2- 1- 1- Définition et caractércgties générales..............cccouuen.. . 48,0
- 1-2- 1- 2- Angiogenese et progressionorale...............ccooeecvnvvvvvinnnnnnnn. 48
- 1- 2- 1- 3- Chronologie de I'angiogerdumorale................cccceeeiviiiinnnns 50
[-1-2- 1- 4- Initiation du procesSSUYBMYENIQUE .......cceeeerrveeeerrrrrrnnnnnnnns 2.5
[- 1-2- 1-5- ROle desSinNtegriNeS .....ccccceeeeeeiiiiiieeieeiicere e eee e e e 54
- 1-2-1-6- Lesmarqueurs de 'angio@Be ...........ccccuvvvvreeeeiiieeieeeeeeenn 56..
[- 1-2-2- LalymphangiogeneSe .....coeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e e e e eennes 57
- 1- 2- 2- 1- Définition et caractércgiies générales.............cccceevvveennnns 51...
- 1- 2- 2- 2- Lymphangiogenese et pregi@n tumorale................cccceeuueees 58
|- 1- 2- 2- 3- Caractere lymphophile dascers..........cccccvvrrvveeeeviiiinnennnn. 0..6
[- 1-2- 2- 4- Cas particulier des lympigs ..........ccccoevvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene 6l
[-1-2-2-4-1- Maladie de HOAQKIN.......cccoeeeiiiiieeieiiieeeeeeei s 61
- 1-2-2-4- 2- Lymphomes malins radgkiniens ...........ccccccvvvvvveennnn. 62
- 1- 2- 2- 5- Mécanisme moléculaire ddyimphangiogenese tumorale...... 63
[- 1-2- 2- 6- Les marqueurs de la lymudiagenese........cccccceveeeeeeeeeeieninnnns 65
[- 1- 3- Ladissémination MEtastatiQUe e ..vvvverrrenieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeevvveeeeneeennnns 66

18



- 1- 3- 1- Les étapes du processus Mét@sea. .................oeeeeeeecnnnvnrvnnnninnns 66

|- 1- 3- 2- Lesvoies de dissémination reBquUe............cccvvvvvrieeeererieereeeas 68
[- 1- 3-2- 1- L'extension lymphatique...........ccceeeeieiiiieeeeeeiiiieieeeeiiiieees 68
[- 1- 3-2- 2- L'extension hémMatOgene. ............oeevrvrvriniiiiiiiiieeeeeeeeeaeenns 69
- 1- 3- 2- 3- Ladissémination directr pavité naturelle............................ 70
|- 1- 3- 3- Différences entre [eSs types QUAUX ............eeeeeereieieeeeeeeeeiiiiinssimmnn 71
| - 2 - Les nouvelles thérapies anti-CanCereUSES..........uuuiiiiiieeieeeeeeieeeeeeeeeieeeeneeeennns 79
[- 2- 1- Lathérapie geNIQUE..........oeiiiieiiiiiiiiiiiiiies e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeennnnes 79
[- 2-1- 1- Thérapie génig@& VIVO..........ccccvviiiieeeeeiiiiiiieieiiiiiieeeeee e e e e 79
[- 2-1- 2- Thérapie genIQUBVIVO...........cuuuuiriiiiiiiiiiiiaeeeeeeeeeseessinenneeeeeeeaeeeens 79
- 2- 1- 3- 1- Lathérapie génique pang8uiCide ............ccevvvvvvrrnniiienrnn. 0.8
[ - Partie @XPEriMENTAlE ..........uuueii et e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeernanne 95
[1- 1- Matériels €t MEINOUES ........uuiiiiiiiieiiiiiiie e 95
[1- 1- 1- Culture CElIUIAINE ........eueieemmeeee e 95
[1- 2- 1- 1- CellulesS CHO ...ouviiiiiiieeeeeee et 95
[1- 1-1- 2- Cellules hnTERT-HDLEC .....ccceeiiiiiieeeiiiiiiee e iee e 96
II- 1- 1- 3- Coculture verticale des cedlslCHO et hTERT-HDLEC................. 96
[I- 1- 1- 4- Courbes de CrOISSANCE ......cceveiieeiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeee e 99
I- 1-1- 5- Testd'inhibition de la chim@Xie................cccccviiiiiiiiiiiiiic e 100
II- 1- 1- 6- Testd'inhibition de la formah des tubules lymphatiques............. 102
|- 1- 2- Clonage de la séquence d'iNtErét..............oooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeens 102
I- 1- 2- 1- Extraction des ARN tOtaUX .........cceevuuirruimiiiiiniieeeeeeeeeeeeeeeieeeen 102
1- 1- 2- 2- Transcription iNVErse (RT ) coiiieeeeeeeiieeeeeeeiee e 103
II- 1- 2- 3- Réaction de polymérisationaraine (PCR) ...........ccceeevevvvvveiennnnnns 105
ll- 1- 2- 4- Construction du vecteur pSeg/FRT/V5-His TOPGTA/hVEGFR-3
.......................................................................................................................... 107
II- 1- 3- Amplification du vecteur recombirtan............cccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 109
[I- 1- 3- 1- Transformation bactérienne.........ccccccevveiiiiiiiiiiiiiieeeeen. 109
II- 1- 3- 2- Amplification et extraction diecteur recombinant........................ 110
1- 1-3-2-1- MiNIPréparationS .....co..ccoeeeeiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeneeeanes 110
[1- 1- 3-2-2- Maxipréparations .........ccccccurururmiirriiiririeieeseeeeee e e e e e sssnnes 111

19



Il - 1- 4- Dosage des acides nucléiques pectspphotometrie.........ccccvvvveevveeennnn.. 112

[I- 1- 5- Electrophorése en gel d'agaroSe.........cccoeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeenns 113
[I- 1- 6- Transfection des CellUles .....ccccc..uiiiiiiiiiiiiiii e 113
II- 1- 6- 1- Technique de transfection [aalipofectamine ..............ccccceeeeernn.n. 113
II- 1- 6- 2- Préparation des cellules CHO..............uuvviiiiiiiiiiieeieeeiiiiieiieene 114
II- 1- 6- 3- Cytotoxicité de la zéocine ses cellules CHO ........ccceeeeeeiiiiinnnn. 116
II- 1- 6- 4- Co-transfection avec le pladmpOG44..........ccooovvvevvviiveciiiieeeeennn. 711
[I- 1- 6- 5- Sélection des clones cellldair..............oooeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 119
II- 1- 7- Analyse de I'expression des récapecirculants hVEGFR-3................... 119
[I- 1- 7- 1- Extraction des Protéines ..........eeeveeiiiiiieieeiieeieeeeieeecceeeeeeens 119
1- 1-7-2- WeStern DIOt .......couviiiiiieiiiii e 120
II- 1- 7- 2- 1-Migration des protéinesglectrophorese sur gel SDS-PAGE 120
I- 1-7- 2- 2-Transfert sur membranenteocellulose.............cccccceeeeenennnn. 120
I- 1-7-2- 3- Incubation avec [eS antlS ..........ccoeevevieriiiiiiiiiiiiiiiiiiii 121
[1- 1- 8- RT-PCR qUANITALIVE .......eeeeeeeeeiiiiiiciiee e 122
[I- 1- 8- 1- Lignées Cellulaires........ccuuuummuuiuiuiiiiiiiiei e e 122
[1- 1- 8- 2- TranSCrPtioN INVEISE.......cciiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeitie e 122
II- 1- 8- 3- PCR quantitative en temps @eNVEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 et
GOBPDH ...t e e e e e e et e e e e e e e nane e rraeeeeeeaans 123
[1- 1- 9- Imagerie MEICAIE. ...........oummmmreerrrunnniiiiiieeeeeeeereeereereereeee e 126
II- 1- 9- 1- Principe de la lymphoscintighae au technétium radioactif .......... 126
I- 1- 9- 2- Visualisation du ganglion sle .................ooovviiiiiiiiiiiinnneenn. 127
[ - 2 - RESUIALS ...ttt ettt e e e e e s s e e bbb e e ee s 128
Il - 2- 1- Elaboration de la séquence d'iNtdrEEGFR-3 ............cccceeiiiviiieeneennnn, 812
I[I- 2- 1- 1- Détermination de la séquenadante d’intérét ............cevvvvevennnnnn. 128
II- 2-1- 2- Synthése par réaction RT-PCR............ccccee i, 131
1= 2= 2 - ClONAGE et e e e e e e e e e e e e e e aaaeee 133
[I- 2- 2- 1- Introduction de la séquenceE®FR-3 d’intérét dans le vecteur
PSECTAG/FRT/VE-HIS TOPTTA ..o oot eeeee e 133
- 2- 2- 2- Vérification par digestionsBmatiques .............ccccccvvvvrrrireeennnn. 341
- 2- 2- 3- Vérification par SEQUENGCAJE........ccuvvriteieeeeeeeeeeiieiiiiiniiiieeeeess 137

20



Il = 2 = 3 - TrANSTECHONS ..o e e aaans 140

II- 2- 3- 1- Transfection des cellules Cidar le vecteur pFRT............cceeeeeeee. 140
II- 2- 3- 2- Isolement des clones CHO/PFRT...........cccoovvviiviiiiiiiiiiiiineeees 140
II- 2- 3- 3- Co-transfection des celluledd@/pFRT par pOG44 et
pSecTag/FRT/V5-His TOPTTA/NVEGFR-3 .......cooiviiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 141
II- 2- 3- 4- Isolement des clones CHO-RC..ccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 141
II- 2- 4- Mise en évidence de la producti@s décepteurs circulants..................... 142
II- 2- 4- 1- Vérification de l'intégratiodes plasmides recombinants............... 142
[1- 2- 4- 2- WeSLeIN BlOt.........iii e 144
Il - 2- 5- Evaluation de I'efficacité des r@teurs circulants ..................cceeeeunee 146
- 2- 5- 1- Coculture des cellules hTERDEEC et CHO-RC...................... 151
II- 2- 5- 2- Inhibition de la migration ¢ellaire .............ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiinee. 154
II- 2- 5- 3- Inhibition de la formation dagbules lymphatiques ....................... 162
Il - 2- 5- Etude de I'expression de VEGF-C,&#ED et VEGFR-3 dans différentes
HGNEES tUMOTAIES ... ..o it e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 171
II- 2- 6- Détection du ganglion sentiNnell@ ..........ovvvviiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeee, 179
[II - DISCUSSION €t PEISPECHIVES .....uiiiiieeeeeeiiee ettt e a e e e 182

lll - 1- Les récepteurs circulants inhibent faissance et le développement des cellules

de I'endothélium des vaisseaux lymphatiques huMBIKEIO...............ccceeevvevivieeeiiiiinnns 184
[l1- 1- 1- Inhibition de la croissance Celire..............cccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 184
[l - 1- 2- Inhibition de la migration cellul@..............cccccoviiiiiiiiii 185
[l - 1- 3- Inhibition de la formation des twlles................ooovviiiiiiiiiienee e 187
Il - 2 - L’environnement physiologique peut-flopposer a l'efficacité des récepteurs
CIFCUIANTSIN VIVO 2 ..ttt 44444111ttt e e e e e e e e e e e e nennes 188
- 2- 1- Efficacité des récepteurs circukaet interactions pharmacologiques ..... 189
[l - 2- 2- Récepteurs circulants et répomenitaire..............ccccevvvvvviinneeeeneas 190

Il - 3 - Quelle est la meilleure voie d'adminition des récepteurs circulants pour une
INdication anti-tUMOTAIE 2.........cooe i et e et e et e e ere e e e e e e e e e e e eeeeeeeens 191
Il - 5 - Limagerie médicale peut-elle constituen outil efficace d’évaluation d'un

traitement anti-lymphangiogénique ?......... oo 197

21



lll - 4 - La lymphangiogenese tumorale est-elisceptible de contourner une stratégie

ANT-VEGFR-3 2 it e e e e e et ettt e e e e e e e eeees 199
Il - 6 - Langiogenése tumorale peut-elle esimsiée en cas d’inhibition de la
Y g o] P>V aTo oo T=T 01T = S 200
Il - 7 - Perspectives: couplage des stratégesi-lymphangiogenique et anti-
=TT [0 To =] o 1o [0 = OSSP 202
NV A @] o T 11 153 o] o T PPPPRPPP 204
ANNEXES ...ttt emm et e e e e e st e e e e e e n bt e et e e e e e n b en e e e e e nbt et e e e e e e nnnraeeeas 235
PUDBICALIONS ... e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeneenne 236

22



Introduction

23



La lymphangiogenése est un processus physiologigondispensable au
fonctionnement normal de [l'organisme. Elle corregpoa la néo-formation et au
renouvellement du réseau des vaisseaux lymphatigleeg les implications concernent
I’hydratation tissulaire, le maintien de 'lhoméaséa la détoxication du milieu interstitiel et la

réponse immunitaire.

Au moment du développement tumoral, la plupart €& fonctions bénéficient aux
tumeurs dont la progression requiere la mise ewepliune vascularisation appropriée,
susceptible de répondre aux exigences d’'une éwalyroliférative. L’enrichissement de la
vascularisation lymphatique péri-tumorale est abmsentué par la production et la libération
de facteurs de croissance par les cellules carsgsalles-mémes, ce qui favorise I'évolution

tumorale et potentialise la dissémination métagiati

Ces facteurs de croissance, essentiellement le ME@Fle VEGF-D, interagissent
avec un récepteur situé sur les cellules de I'dréinim des vaisseaux lymphatiques, nommeé
VEGFR-3, en entrainant une cascade de signalisatibarigine de la formation de néo-

vaisseaux lymphatiques dans le stroma péri-tumoral.

Le réseau vasculaire lymphatique est par consequasidéré dans de nombreux cas
de cancers comme la voie primaire de disséminaties métastases. Une stratégie
thérapeutique consistant a limiter au maximum lavaécularisation lymphatique péri-
tumorale pourrait constituer un élément substangpielr limiter la progression et la
dissémination tumorale dans certains types de cawoenme les cancers du sein, de la sphere

ORL, du testicule, du poumon, de la peau, de leoidg ou encore du célon.

L’objectif de notre travail a consisté a concewtds récepteurs VEGFR-3 circulants
destinés a neutraliser les facteurs de croissaf@F/C et VEGF-D avant leur fixation sur
les récepteurs VEGFR-3 membranaires, afin d’exaroerinhibition compétitive de la voie

de transduction du signal lymphangiogénique, dessdnditions de la pathologie tumorale.

Une étude préalable a I'élaboration de cette &jratest présentée dans la partie
bibliographique. Elle regroupe la plupart des infations relatives a la compréhension des

mécanismes de [linduction tumorale, des implicaiode I'angiogenése et de la

24



lymphangiogenese dans la biologie des tumeurs eslicet décrit la dissémination

métastatigue comme le point critique majeur dertagm@ssion tumorale. Une synthése de
quelques nouvelles orientations thérapeutiquesdnit la description du détail de nos
travaux basés sur l'utilisation des techniquesntasede la biologie moléculaire pour finaliser
la conception des récepteurs circulants anti-lympglegéniques dont [I'efficacité et

plausibilité seront finalement débattus.
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| - Etude bibliographique

| - 1- Croissance et développement tumoral

|- 1- 1- Mécanisme et caractéristiques gdagme la tumorigenése

[- 1- 1- 1- Initiation du processus tumoral

La survenue et la progression d'une tumeur maligoat le résultat d’'une
accumulation d’événements génétiques complexesaattée fonctionnement normal d’'un
certain nombre de genes impliqués dans le conttélda prolifération et de la division
cellulaire. Les genes considérés comme ayant up8cetion significative dans la mise en
place du processus tumoral sont les oncogeneantesncogenes et les genes de réparation
de I'’ADN. Toutefois, tout gene qui, quel que saihsiveau d’action, dans toutes les cellules
ou seulement dans des types cellulaires de diff@agon donnée, intervient dans le controle
de la division cellulaire peut, si son fonctionnemeu sa structure est modifie, étre a
I'origine d’'une croissance cellulaire anormale er pconséquent d’une transformation

cancéreuse.

[-1-1- 1- 1- Activation des proto-onemgs
Les oncogénes sont des génes susceptibles de eroldéphénotype tumoral a une
cellule eucaryote normale. lls sont dérivés de g@edlulaires appelés proto-oncogenes ayant

subi une ou plusieurs modifications qualitativesjoantitatives.

Il est commun de considérer six classes d’oncogeeles le type de protéine qu'ils

codent :

- Les facteurs de croissance : le gene c-SIS [odeaine B du facteur
de croissance dérivé des plaquettes ou PDGF ;diresgv-int 1 et v-int 2 commandent la

synthése d’un facteur de croissance des fibroldaste
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- Les récepteurs transmembranaires de facteucsaiesance : c-FMS
code le récepteur membranaire a activité tyrosimmase du facteur de croissance des
macrophages ou CSF-1 ; le proto-oncogéene erb B leodecepteur au facteur de croissance

de I'épiderme ou EGF.

- Les protéines G : Ras code une protéine du ntémne qui tient un
réle essentiel dans la transduction des signauxgdritiques. Le gene Ras est muté dans 25%

de tous les cancers (Shirasaatal.,1993).
- Les tyrosines protéines-kinases membranaires.

- Les protéines-kinases cytosoliques. Par exentplecogene c-SRC

qui code une tyrosine kinase de la membrane cygoptpue interne.
- Les facteurs de transcription nucléaire.
Les mécanismes a l'origine de I'activation des gratcogenes sont nombreux :

Elle peut résulter de l'insertion d’'un ADN viralu niveau d'un géne régulateur.
L'intégration de la séquence virale se fait de rasnaléatoire et abouti a la formation d’'un
gene chimére a l'origine de la synthese d’'une pretéybride anormale (HBV, HPV, HTLV
[, HTLV Il). Par exemple, le virus de I'hépatite @IBV) tient un rdle important dans
I'apparition des cancers du foie. Deux cas d’atitived’'un gene cellulaire par insertion de ce
virus ont été décrits dans des carcinomes hépatidens le premier cas, le gene modifié est
celui du récepteus a I'acide rétinoique qui est apparenté au protmsgane c-ERB A. Dans
le second cas, I'incorporation du génome viraleelpit dans un intron du géne d’une cycline
A participant au contrble de la division cellula{ii@i Bisceglie, 1989 ; Dejeaet al., 1990 ;
Wanget al.,1990).

Cette activation peut également se produire a It sie I'apparition d’'une ou
plusieurs mutations ponctuelles dans la séquendantaun proto-oncogene et aboutissant a
une modification fonctionnelle de la protéine. Lesitations faux-sens, qui entrainent la
substitution d’un acide aminé par un autre, sostaptibles d’activer des proto-oncogénes en
oncogenes, en affectant par exemple un site capadyte la protéine ou en provoquant une
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activation substitutive de la protéine. C'est Is c& la protéine Ras, qui aprés mutation du

proto-oncogéne est bloquée en conformation active.

L’activation des oncogenes peut étre consécutivena ou plusieurs délétions
aboutissant soit a la perte de la fonctionnalitéadarotéine, soit a une activation anormale de

celle-ci. C’est le cas de I'activation du proto-ogéene erb B codant le récepteur a 'EGF.

L’amplification génique peut également étre inrig de l'activation oncogénique.
Elle correspond a une augmentation anormale du rerdb copies d’'un gene ou d'un
segment chromosomique. Les copies surnumérairgewsgent alors soit sous forme intégrée
dans un chromosome, soit sous forme de minichromescsurnumeéraires. L’amplification
génique provoque généralement une augmentatioivdawnd’expression du gene. Les géenes
N-MYC et L-MYC ont été isolés du fait de leur forenplification, respectivement dans des
neuroblastomes et des cancers du poumon a petiletes. Dans ces deux cas, le niveau
d’amplification semble étre en corrélation avecdpidité d’évolution de la tumeur (Slaet
al., 1990 ; Rygaardt al.,1993).

Les translocations chromosomiques sont le résudtah échange de matériel
génétique entre deux chromosomes. Ces modificapomgquent des juxtapositions et des
fusions aberrantes de genes. Elles sont respossdblda formation de genes hybrides
résultant parfois de la fusion de régions codanédrainant la synthése de protéines
chimérigues non fonctionnelles. Les cassures &ife des translocations chromosomiques
sont généralement attribuées au hasard et la phodatiapparition est théoriquement la
méme dans tous les points du génome. Des varigbiemgent étre générées par la structure
chromatinienne (despiralisation, ADN-Z), par detessispécifiques de coupure des ADN
topoisomérases Il, par des sites hypersensibe®élase | ou par des séquences Alu répétées
(Strisselet al.,1998). Ces ruptures sont associées a deux proadissnsts : un processus de
dérégulation de I'expression des genes qui abauttproduction d’'une protéine normale en
exces, et un processus de sélection qui générerdasines de fusion anormales et qui ne
favorise que les produits de fusion conférant tangage prolifératif.
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- 1- 1- 1- 2- Roéle des anti-oncogénes
Dans le déterminisme complexe des cancers, la simglivation oncogénique ne

permet pas d’expliquer certaines prédispositioméditaires aux tumeurs, certaines anomalies
caryotypiques dans les cellules néoplasiques &bgules données expérimentales obtenues
sur les hybrides somatiques. En effet, dés 196&jH@émontrait la possibilité, a partir de la
fusion de cellules malignes avec des cellules ni@snal’obtenir une lignée de cellules
hybrides non tumorigéne. Ce phénomene de « suppmessmorale » évoquait des lors
I'existence d’'un ou plusieurs genes provenant deelale normale et susceptible de corriger

une fonction déficiente dans les cellules maligit&mriset al.,1969).

I-1-1-1-2- 1- Anti-oncogenes etukxion du cycle cellulaire

En 1971, Knudson envisageait que la transmissiomirthmte autosomique de
certaines formes de cancers héréditaires puissee fantervenir des mutations
récessives « perte de fonction » au niveau celtul@ette hypothése a servi de base au travail
d’identification des anti-oncogénes encore appgéges suppresseurs de tumeurs. Ces genes
sont capables de reguler négativement le cyclailaglt et d’'induire la mort cellulaire
programmeée. lls agissent principalement au momeriadransition des phases G1 et S du
cycle cellulaire. Cette transition est sous la dépace des facteurs de transcription de la
famille E2F qui contrélent I'expression de génedispensables a la phase S de synthese de
I'ADN (Figure B1).

29



Cyuline T
proleing By
aeiive

Iransee I.|'|-|l|.|'|'
proddine E2F F

|.||. Ll |1|| s "“1
I:.m: E

—f
ol :.u.L E2F "_\.| [EJ

probéing R

Inseivée

Figure B1 : La transition G1/S du cycle cellulaire.
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Les protéines de la famille E2F existent soit douse libre, soit sous forme inactive

complexée a la protéine RB. L’aptitude de la praéRB a fixer les facteurs de transcription

E2F dépend de son état de phosphorylation. En, dffedque la protéine RB est non

phosphorylée, elle est active et peut fixer ledefias E2F, ayant pour conséquence un

blocage de la transition G1/S. Lorsque la prot&Beest phosphorylée, elle devient inactive

et incapable de fixer la protéine E2F qui, libérgermet la transition G1/S. La

phosphorylation de RB est elle-méme sous la dépeedde complexes protéigues jouant un

réle de verrou moléculaire au niveau de la tramsiegntre les différentes phases du cycle

cellulaire. Ces complexes sont composés d'unitémlaéices, les cyclines, et d'unités

catalytiques, les kinases dépendantes de cyclun€DiK (Cyclin Dependant Kinase) (Figure

B2). L’'association de ces deux sous-unités comstdwwcomplexe actif.
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Figure B2 : Régulation du cycle cellulaire par lesomplexes cyclines/cdk.

Les complexes cyclines/CDK sont eux-mémes régudésdps protéines inhibitrices
(p15, p16, p18, pl9, p21, p27 et p57) qui agisearge fixant sur les CDK, empéchant ainsi
la constitution du complexe actif. Le géne p21jbitbur de CDK, est régulé par la protéine
p53 au niveau transcriptionnel. La protéine p53ul&da transcription de nombreux génes
dont certains contrdlent 'apoptose.

Les altérations moléculaires a I'origine de la @até fonction des genes suppresseurs
de tumeur sont multiples. Elles ont pour conségeieme activation du processus tumoral. Il
peut s’agir de mutations ponctuelles, de délétidfinsertions ou encore d’anomalies de la
méthylation des promoteurs inhibant la transcriptide ces genes. La voie biologique
contrélant le cycle cellulaire au niveau de la $iian entre les phases G1 et S et passant par
les anti-oncogenes p53, pl6 et RB est la voieda fstequemment altérée dans de nombreux

cas de cancers. Par exemple, l'inactivation carigiitnelle de I'anti-oncogéne RB est a
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I'origine des formes héréditaires de rétinoblastened représente également un risque
génétique pour le développement d’'ostéosarcomsimdlst al., 1993 ; lidaet al.,2003). Le
mélanome malin familial peut résulter de mutatidegp16 ou de CDK (Kannagt al.,2003)

et les mutations somatiques de pl16 sont génératewteouvées dans tous les cas de tumeurs
solides (Milde-Langoscht al.,1998 ; Geisleet al.,2002). Les mutations somatiques de p53
représentent I'altération moléculaire la plus fréaument observée dans les tumeurs solides et
les mutations constitutionnelles de ce gene reptéstla base moléculaire du syndrome de
Li-Fraumeni, syndrome prédisposant a un trés lapgetre de tumeurs incluant en particulier
des sarcomes des tissus mous, des ostéosarcormdsrarirs du systéme nerveux central,
des cancers du sein et des corticosurrénalomeyékétzal.,2004 ; Langet al.,2004).

[-1-1-1- 2- 2 Cas particulier de p53

Le gene p53 est un anti-oncogéne dont I'importarceancérologie est immense. De
nombreux cas de pathologies cancéreuses sontaiirent corrélés avec des délétions ou des
mutations dans ce gene. On considére aujourd’heidans 60 % des cancers environ, une ou
plusieurs anomalies sont retrouvées dans l'antogéce p53 (Andreassest al., 1993 ;
Levine et al., 1994). Ces mutations sont généralement des inversiaux-sens ou des
homozygoties avec perte de l'allele sauvage. d&stas notamment dans les cancers du
colon, de la vessie, de I'cesophage, de 'estorndojal du sein, du poumon (Hollsteah al.,

1991). Les sites de localisation de ces mutations spécifiques du type tumoral.

Dans les conditions normales, la protéine p53 egée a entrainer la cellules vers un
processus apoptotique ou un arrét du cycle calukn cas d’anomalie détectée sur la matrice
génomique avant la réplication de la molécule d’Aibbbrrecte. Cette disposition biologique
est destinée a permettre a la machinerie de cmmedtépreuve de rectifier I'erreur et ainsi

éviter sa propagation.

Le mécanisme par lequel p53 permet cette intewopést désormais connu. La
protéine est en fait un facteur de transcriptionsgufixe sur la molécule d’ADN au niveau
d’'une séquence particuliere. Il en résulte unerwet@ion de cette molécule dans le
déterminisme et le déroulement du cycle cellulgiee I'intermédiaire d’un gene nommé
WAF1 / Cipl (Wild Type p53-activated fragment / @dikhibiting protein). L’expression du
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géene WAF1 / Cipl grace a la protéine p53 permptdduction d’une autre protéine, p21, qui
se lie au couple cycline E / cdk4 ou cycline E KZdpour inhiber leur complexation et leur
activité (Figure B3). Cette cascade provoque lition de la phosphorylation de la protéine
Rb et par suite, I'arrét du cycle cellulaire en s#ha&1 (Lathanet al., 1996 ; Cheret al.,
2003).

Géne WAF-1 e

Figure B3 : Intervention de p53 dans I'arrét du cyée cellulaire.

Lorsque le cycle cellulaire est bloqué, la protép®3 est capable de stimuler la
transcription de génes dirigeant la synthése décimes impliquées dans la réparation de
I’ADN. C’est le cas notamment de la protéine GADD&=Ile-ci est susceptible de localiser
des altérations chromatiniennes, de stimuler laaregdpn de I'ADN par un mécanisme
d’excision ou encore d’inhiber I'entrée en phasduScycle cellulaire en cas de dommage
irréversible. La protéine p53 possede par aillefaculté de recruter directement les facteurs
XPC et TFIIH qui interviennent dans I'excision descléotides de la molécule d'ADN

endommageée.
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Le géne p53 est localisé sur le chromosome 17,ositign 17p13.1. Il code une
phosphoprotéine de 53 kDa composée de 393 acide®sanbans les cellules normales, la
protéine p53 est exprimée faiblement, mais son esgiwon devient considérable dans la
grande majorité des cellules tumorales (Caresal., 1999 ; Donget al., 2005). Il a été
constaté que cette caractéristique était en rélitéonséquence d’'une diminution de la
dégradation physiologique de la protéine associfieaugmentation de sa demi-vie.

Une augmentation du taux de p53 a pu étre obterpérimentalement en générant
des lésions dans la double hélice de la molécA®N, ou méme sur un seul des brins. Ces
anomalies dans la structure du géne sont suffisgmtar provoquer la surexpression de la
protéine et finalement I'arrét du cycle cellula{i@iarnieri et al., 2000 ; Baliet al., 2004 ;
Burkeet al.,2005) (Figure B4).

Un des mécanismes de destruction des cellules alesopar radiothérapie ou par
chimiothérapie fait intervenir p53. Ces protocolesluisent des modifications dans les
structures géniques. Les cellules non cancéregsepossedent la version normale de p53,
répondent a son mécanisme de blocage du cycldatedlypour permettre la réparation des
anomalies génétiques. Les cellules tumorales, vamobe, qui ne possedent que le gene p53
muté, poursuivent les synthéses et les réplicatthnsnatériel génétique, les accumulent

jusqu’a ce que I'anormalité cellulaire se tradyse une létalité (Lowet al.,1994).
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Figure B4 : Régulation du cycle cellulaire et dommges de 'ADN.

L’endommagement de la molécule d’ADN s’accompagmeecaugmentation de I'expression
de p53. Il en résulte une évolution de la cellubé sers I'arrét du cycle cellulaire et la
réparation de I’ADN, soit vers I'apoptose. Danspiemier cas, p53 induit alors I'activation
de la transcription du géne Cipl codant la protéip2l, qui inhibe les complexes

cdk/cyclines.
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[-1-1- 1- 3- Laréparation des dommagde$ADN

De la méme maniere que pour le cas des génes sappre de tumeurs, l'altération

des génes de réparation de 'ADN peut étre un iactéclenchant de la cancérogeneése.

La correction des anomalies génétiques introduites les séquences d'ADN par des
agents mutagenes, qu’ils soient endogenes ou egsgen l'incorporation de nucléotides
erronés au moment de la réplication est réaliséeega plusieurs types de mécanismes : les
recombinaisons, le mécanisme d’excision des bages,inclue un couplage avec la
machinerie transcriptionnelle, et la réparation mésappariements. Dans le cas particulier de
la réparation des mésappariements, la correctiquigg I'intervention de deux complexes
hétérodimériques, nommés respectivement hMutS akghahMutS beta. Chacun des
hétérodimeres comporte une sous-unité du gene HM$BAe sous-unité hMSH6/GTBP ou
hMSH3. hMutS alpha corrige préférentiellement lesw@s d’appariement de huit bases ainsi
que la plupart des délétions-insertions d'un nticléoLe complexe hétérodimérique hMutS
beta, quant a lui, s’associe frequemment avec &sappariements de deux a cing nucléotides
pour les rectifier. Chaque hétérodimere hMutS akgthlaMutS beta voit son activité associée
a celle de I'hétérodimere hMutL alpha, structunerfée de deux protéines nommées hMLH1
et hPMS2. La fonctionnalité de ce systéme complesemet dans un premier temps la
reconnaissance du brin incorrect et réalise al@rscision de la séquence encadrant la
structure erronée. La séquence éliminée par ceepsas d’exclusion peut dans certains cas
compter jusqu'a un millier de nucléotides. La demmiétape de réparation opérée par ce
systeme se ponctue par la synthese d’'un brin n@adant aucune erreur, reconstitué a partir

de la matrice complémentaire de 'ADN endommagé.

Il est désormais acquis que les fonctions de réiparales mésappariements sont
altérées dans les tumeurs qui présentent une ilitétates microsatellites. Cependant, étant
donné que les séquences microsatellites sont déménat localisées dans des régions non
codantes des genes, peu de ces altérations seafsat par 'expression d’une quelconque
anomalie. Cependant, certaines mutations provogefattivement l'inactivation du géne
concerné, et peuvent étre impliquées dans l'indtiat’'un processus oncogénique : c’'est le
cas du gene hMSH6, du géene du récepteur Il au @@&-encore du gene bax. De plus, on

accrédite aujourd’hui I'hypothése selon laquelle eiisterait deux formes d’instabilité
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génétique : linstabilité des microsatellites endtabilité chromosomique (Lengauer al.,
1997, Odeet al.,2005).

Un certain nombre de tumeurs héréditaires, comnmeymhelrome de Muir-Torre ou
celui de Turcot révelent la présence de mutatianiigeau des genes de réparation des
mésappariements dans les cellules germinales. €jadément le cas dans certaines tumeurs
colorectales de type héréditaire non polyposiqgliesst retrouvé systématiquement chez les
individus qui développent ces pathologies une beétgotie pour un gene de réparation des
mésappariements alors que l'allele normal estiiragar mutation ponctuelle, délétion ou
méthylation, a un stade précoce du processus dygpa(Kolodneket al.,1994 ; Hamiltoret
al., 1995 ; Haret al.,1995).

En outre, dans 15 a 25 % des cancers de l'estatralendométre et du colon, on
retrouve une instabilité des microsatellites, cepgmet de suspecter une mutation dans un
gene de réparation des mésappariements. Il sgg principalement de mutations dans les
genes hMSH2 et hMLH1. Dans le cas des cancers emelofmétre, on retrouve plus
fregquemment des anomalies dans les genes hMSH6/GETBRPSH3 (Gurinet al., 1999 ;

Kuismaneret al.,2002).

Sur le plan clinique, il a été démontré que lesepéd ayant développé une tumeur
colorectale dans laquelle un géne de réparatiomuEsmppariements est active, présentent
une espérance de vie significativement plus imptetgue les patients chez lesquels aucun
géne de réparation des mésappariements n’est actif.

- 1-1-1- 3- 1- Origine des altératicet modifications engendrées

Les molécules d'ADN peuvent étre endommagées aamnigdes bases puriques ou des
bases pyrimidiques. Des modifications dans la qométion des bases sont susceptibles de se
produire spontanément. Cependant, les nucléotidewept également étre substitués au
moment de la réplication de I'ADN par des compas@ogues, comme la 5-bromo-uracile
ou encore la 2-aminopurine. Les bases peuventilpaura subir des réactions d'éthylation ou
de méthylation provoquées par des agents alky(&@igaet al.,1998). Ces nucléotides sont
également susceptibles d’étre perdus, avec apparide sites abasiques. lls peuvent
également étre substitués par d'autres nucléqlidéemardet al, 1988 ; Hartwiget al.,1996).
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La structure en double hélice de la molécule d'Apéut étre perturbée par la
formation de ponts entre deux bases sur le mémdmntages intrabrin) ou entre deux bases
sur les brins complémentaires (pontages interbki@3.rayonnements ultraviolets génerent la
formation de ponts entre des pyrimidines (Griffigtsal., 1998; Mulleret al, 1998). Les
agents antitumoraux bifonctionnels tels que le latspe forment des ponts entre purines
adjacentes. D’'une maniére comparable, a la suiteuwteintercalation entre les plateaux de
bases au sein de la double hélice d’ADN, certamelecules forment des liaisons covalentes
tres stables entre deux purines ou entre deux pmries portées par les brins opposeés.
D’autres substances, comme le formaldéhyde, eetnala formation de ponts entre 'ADN et
les protéines qui entrent dans la constitutionatiesmosomes (Mat al., 1988).

Les ruptures de type simple et double brin de |ldéoute d’ADN peuvent étre la
conséquence directe des rayonnements ionisantsrep®voquées indirectement par les
radicaux libres produits par des substances ratifleaoou résultant du métabolisme oxydatif
(Esterbauer, 1993). La destruction d'un désoxyepesus I'effet des rayonnements ionisants
par exemple, peut également provoquer la rupture ligisons phosphodiesters. De
nombreuses molécules génotoxiques sont susceptilelese fixer sur I'ADN de maniere
covalente et entrainer la formation d’adduits aveau de I'ADN (Fessardt al., 1996 ;
Tannenbaum, 1997). Les adduits correspondentsotedion entre I'élément cancérigene et
le désoxyribonucléotide sur lequel il s’est fixé.al été démonté que les hydrocarbures
polycycligues aromatiques contenus dans la fuméeighkrette ou encore les produits de
combustion peuvent induire sur les nucléotidesAleNl des produits d'addition trés variés.
(Lewtas et al., 1992). De nombreuses perturbations cellulaires éétrecensées comme

pouvant étre a I'origine de Iésions sur la molécleDN (Tableau B1).
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Stress cellulaire

Lésion occasionnée sur ’ADN

Origine endogéene

Variations du pH

Dépurination, dépyrimidation

Métabolisme oxydatif

Dommages de bases, cassures de brins,
adduits sur les bases

Erreurs dans la fidélité
de la réplication

Substitution des bases,
érosion des télomeres,
correction des mésappariements

Méthyltransférase

Méthylation aberrante dans CpG

Topo-isomeérase

Rupture des brins

Origine exogéne

Physique

Radiations ionisantes

Rupture des brins, dommages de bases

uv (A, B, C) Dimeres de pyrimidine, dommages de bases
Infrarouges Désamination des protéines nucléaires,
dépurination
Chimique

Composés naturels ou synthétiques,
Produits de combustion
Médicaments

Métaux et minéraux

Adduits sur les bases

Ruptures de brins, pontages, dommages de b
et adduits, intercalation

Substitution ou dommages de bases, ruptures
brins

ases

de

Tableau B1 : Types de dommages de I'ADN suivant &ress cellulaire (Thomas, 1998).
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I-1-1-1- 3- 2- Les mécanismes deréfon

La stabilité du patrimoine génétique d’'un indiviest assurée d’'une part par la fidélité
de la réplication des molécules d'ADN et d’autret par la précision de la ségrégation des
chromosomes au moment des divisions cellulairesotigites et de la différenciation
méiotique. Les systemes destinés a réparer lesnksle I'ADN participent de la méme
maniere au maintien de lintégrité du génome. Césamsmes de réparation de I'ADN
fonctionnent en corrélation avec certains systédeesontréle du cycle cellulaire (Hartwell,
1992). Lorsque 'ADN subit des mutations ou desrddgtions, la réponse cellulaire se
caractérise soit par une activation de la machenge réparation de I’ADN, soit, lorsque les

dommages sont trop importants, par le déclenchethenmhécanisme apoptotique.

Les dégradations ou modifications subies par I'A@dWent étre corrigées avant le
début du processus de réplication de I'ADN, destsbrte d'éviter la propagation de ces
erreurs. De cette nécessité est apparue la misaes d’'un systeme complexe de contrble de
I'état de I'ADN s’opérant avant la transition G4 constitue I'une des étapes critiques du
cycle cellulaire, puisqu’il correspond au momentlaeéplication de I'ADN (Kastaet al,
1991). Une autre vérification de I'état de 'ADN fsdt avant le moment de la mitose, c’est-a-
dire avant I'étape de ségrégation des chromoso@iegcun des systéemes de réparation de
I’ADN dispense une action ciblée a un type de dogen®e plus, il est désormais connu que
plusieurs mécanismes interagissent entre eux deereamameéliorer la réparation de certaines

lésions (Sugawara at., 1997).

Le systeme de recombinaison homologue est un ngargellulaire de réparation de
I'ADN extrémement efficace qui consiste a substilaeséquence altérée par une séquence
similaire intacte. Il s'agit en I'occurrence d'ugsseme de réparation des cassures doubles
chaines de I'ADN. Ces ruptures sont souvent laé@gqusnce des radiations ionisantes, mais il
arrive parfois qu’elles soient induites de maniénelogene au cours de la vie cellulaire. La
recombinaison homologue est reconnue comme ayantaation non négligeable dans la
prévention anti-tumorale. Dans ce processus, unpk®, nommé RADS51, agit en

corrélation avec les protéines onco-suppressivés phis également BRCAL et BRCA2
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(Buchhop etal., 1997 ; Marmorstein edl., 1998). La perte d'hétérozygotie de la protéine
RAD54, un cofacteur de RAD51, a été décrite dansios types tumoraux.

Le complexe RPA (Reparation Protein A) est un efemultifonctionnel qui se fixe
sur les molécules d'ADN monocaténaires afin delifacile déroulement de I'ADN, le
stabiliser, et potentialiser ainsi les étapes tthition d’'une part et d'élongation d’autre part au
moment de la réplication. Cependant, RPA est égalerun élément important dans le
mécanisme d’excision de nucléotides lors de laredée des lésions induites a 'ADN par les
rayonnements ultra-violets. Le complexe interaigit vivo avec la molécule p53 par
l'intermédiaire d’une séquence de 20 acides amim&aisés immédiatement en aval des 73
acides aminés de la fraction transactivatrice gedééine situés dans la partie N-terminale de
p53. Il a été démontré que cette liaison de fixagatre p53 et le complexe RPA est abrogée
par les rayonnements ultra-violets et pourrait tirey la premiére étape de l'activation du
point de controle de p53 (Abramogtal.,1997).

- 1- 1- 1- 3- Résistance a l'apoptose

On distingue deux modalités selon lesquelles l8ales peuvent mourir : la mort par
nécrose, accidentelle et provoquée par un factbysigue (brllure, compression...) ou
chimique toxique ou encore par I'absence de matiguritives, et la mort dite programmée
des cellules autrement appelée apoptose qui trendla régulateur du systéme d’équilibre et
de renouvellement tissulaire. L’apoptose, contra@et a la nécrose, ne provoque pas de

réaction inflammatoire.

La mort cellulaire est programmée dans deux sduoati soit au terme de la durée de
vie assignée a un type cellulaire particulier, egemple quatre mois en moyenne pour les
globules rouges alors qu’elle n'est que de queldueeses seulement pour les polynucléaires
sanguins, soit pour éliminer des cellules anormalgsfonctionnelles, ou devenues inutiles au

terme de processus physiologiques tels que cestatapes embryogéniques.
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Lorsque des lésions irréparables de I'ADN, I'adiiwa de proto-oncogénes, ou encore
I'inactivation d'un géne suppresseur de tumeursiiinié déclenchement de I'apoptose, il en
résulte une élimination d’'un risque potentiel pborganisme de propager ces anomalies par
le biais des divisions cellulaires. L’'apparition cilules cancéreuses au sein d’un tissu, puis
leur multiplication jusqu’a l'organisation d’'un $ig tumoral, impliquent un échappement de
ces cellules pourtant génétiquement anormales ppport au processus apoptotique.
L’inactivation de la protéine p53, facteur impottdn déclenchement de 'apoptose, de méme
que la production excessive de la protéine Bch2tdur inhibiteur du processus apoptotique,
peuvent conférer aux cellules cancéreuses une fdemésistance a I'apoptose potentialisant

I'initiation du processus oncologique.

Il a été mis en évidence que le géne bcl-2 eswveaadlans certains lymphomes
(Tsujimoto et al., 1987 ; Monniet al., 1997), alors que le gene bax, dont I'action est
activatrice de la mort cellulaire programmée, esténdans de nombreuses tumeurs solides
(Yagi et al., 1998 ; Knudsonet al., 2001). De plus, certaines voies de signalisation
aboutissent a linterruption du contréle négatifi qonsiste a réguler parallelement la
prolifération et 'apoptose cellulaire. L'oncogéebe2 code une protéine de 26 kDa, localisée
le plus souvent dans la membrane externe des roitdcies, dans le réticulum
endoplasmique lisse et au niveau des membranesaimgd. Son action anti-oxydante est

considérée comme la principale cause responsalitodage du processus apoptotique.

Dans le cas des cancers de la prostate hormonpendants, il a été mis en évidence
que l'expression de bcl-2 est constatée chez 65%ateents (MacDonnedt al., 1997). Par
ailleurs, il est désormais connu que laction aptptotique de l'oncogene bcl-2 est
particulierement impliquée dans les mécanismes uieies qui déclenchent la croissance
androgéno-indépendante des cellules cancéreusiesiudtun phénomene de résistance a la
chimiothérapie (Colombedt al., 1993 ; Raffoet al., 1995). Plus récemment, il a été démontré
que l'obtention d'un clone cellulaire androgénaépehdant issu de la lignée hormono-
dépendante LNCaP était corrélée a une diminutiofiedpression de la protéine p53 et a
l'augmentation de I'expression de bcl-2 (B$al., 2000). L'activation de lI'oncogéne bcl-2
inhibe I'apoptose induite par p53 et prolonge laisucellulaire sans affecter la prolifération
(Chiouet al.,1994).
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- 1-1-1- 4- Lestélomérases

La division in vitro des cellules embryonnaires humaines non pathalegicest
limitée en moyenne a une cinquantaine de mitosesckllules présentent alors des signes de
sénescence puis meurent par apoptose. Dans uné&tpmpcellulaire normale il existe en
effet un « compteur de cycles » dénombrant lessiding cellulaires. Le principe du
fonctionnement de ce systeme se situe au niveautddeseres des chromosomes. Ces
structures se raccourcissent a chaque cycle deflfleigure B5). Aprés un certain nombre de
divisions, les téloméres devenus trop courts sespansables de l'induction d’'un signal a
I'origine de I'entrée des cellules en sénescenckesXellules n’entrent pas en sénescence, un
dernier raccourcissement des téloméres déclenchechaims chromosomique (fusions,
dislocations chromosomiques) fatal a toute cellub® pathologique (Hahet al., 2001 ;
Gisselssoret al.,2001).

télomére
Sehemosome [T[TAGIGlE] (T[T AGIGIG] |[TIT[A[GIG[G] [T[TIA[G[EIG] [TIT[A[GIGIG] (= 2000)
l 30 mitoses
v
chromosome | 1| T|AJG[G[G r[r[afGlEla] [TIT[AJGIGIG] <50
10 mitoses
chromosome [ T[T]AIG[GIG] [T[T]AlGIGIG] (x200)
10 mitoses

chramoiome

arrét des mitoses

Figure B5 : Principe du raccourcissement des télomes.
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Les télomeres sont des complexes d’ADN et de presegui constituent I'extrémité
des chromosomes et les protegent des dégradatiates dusions termino-terminales. Chez
'Homme, la partie nucléique a une taille compragre 5 et 15 kb et correspond a la
répétition du fragment (TTAGGG)n (Callen al.,2004). Ce sont des régulateurs du nombre

de réplications programmeées pour une cellule.

Dans les cellules normales les télomeres se ragissant progressivement, de
division cellulaire en division cellulaire, a rarsa@le 50 a 200 pb a chaque mitose. Cette
disposition est associée au controle de la linoitatiu caractére prolifératif de ces cellules. Ce
phénomene serait lié a l'incapacité des ADN polyamés a répliquer les extrémités ADN
linéaires des chromosomes eucaryotes. Au contiasetélomeres des cellules cancéreuses
gardent une longueur stable, ce qui implique ledae ces cellules ont acquis la capacité de
maintenir la stabilité des séquences télomériquetaid de I'activité des télomérases. Pour
cela, les télomérases réparent systématiquementl@meres en ajoutant des séquences
TTAGGG en 3’ des télomeres lésés (Coueteaal.,1992).

Les télomérases sont des enzymes dont l'activité responsable du potentiel
prolifératif indéfini des cellules tumorales. Unetiaité télomérase est constatée dans 85% a
90% des cancers humains. Chez 'Homme, I'actiétérmérase n’existe pas dans les cellules
différenciées. Elle n’est observée que dans lewilesl germinales et les cellules souches
intestinales, hématologiques et cutanées (Fomslytd., 2002). Les télomérases ont un role
fondamental dans I'immortalisation des celluless €ezymes sont constituées de deux sous-
unités principales : une sous-unité hTR (human TarmfiRNA) et une sous-unité hTERT
(human Telomerase Reverse Transcriptase), ayaritamelogie avec la transcriptase inverse
du virus du SIDA. La sous-unité catalytigue hTERmble avoir un réle prédominant. Cette
protéine fait partie de la famille des transcriptagverses. Elle est exclusivement exprimée
dans les cellules présentant une activité téloreétdactivation de hTERT correspond a une
étape décisive de la progression tumorale et swdrétre substantiellement impliquée dans la
transformation maligne des cellules humaines (Atail.,2002 ; Moriartyet al.,2002).
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|- 1- 1- 2- Caractéristiques des cellulascgreuses

[-1-1-2-1- Morphologie

Bien qu’elles conservent souvent des caractérissigniologiques résiduelles des
cellules normales, les cellules tumorales acquiédss propriétés nouvelles dues a la
transformation maligne. En outre, la cellule tun®rmast souvent plus grande que la cellule
qui lui a donné naissance, jusqu'a devenir danainercas une cellule géante. L'augmentation
de taille des cellules n'est pas uniforme au skinedméme population. Ce phénomene est
désigné par le terme d'anisocytose. Cette carsitgre n'est cependant pas spécifique aux

lignées cancéreuses.

Il est généralement observé une augmentation dporamucléoplasmique du fait
d’'une augmentation globale du volume nucléaire. teBules néoplasiques présentent
généralement un noyau d'aspect irrégulier et pouymsséder plusieurs nucléoles. On
constate également une augmentation de la basoiatine qui est irrégulierement répartie.
Le caryotype est anormal. Les chromosomes peuvésepter des formes anormales, par

exemple en X, en V ou en cercle.

Le cytoplasme présente généralement une basopbiieie, par augmentation de la
guantité d’ARNm. Il est peu abondant, souvent véisép avec un réseau de filaments
d’actine désorganisé et une augmentation du nonum® ribosomes. Les filaments
intermédiaires, quant a eux, ne sont pas modifiésytoplasme des cellules cancéreuses peut

contenir des inclusions de kératine, de mélaniadipities, de glycogene.

Le plasmolemme est modifié, sa teneur en aciddg|sts et en gangliosides est
diminuée. La mobilité latérale de ces protéinesiriséques est souvent augmentée. La

quantité de fibronectines est généralement pluseb@se dans les cellules normales.

Le nombre des mitochondries est réduit. Cellesamt sparfois fragmentées et
présentent un nombre de crétes inférieur a celsicddlules non cancéreuses. Le génome
mitochondrial peut se révéler anormal. Par exengé@s le cas de certaines leucémies, la
guantité d’ADN mitochondrial est amplifiée et lengéne se présente sous la forme de

chainons d’ADN circulaire. De plus, les enzymesogfibndriales peuvent étre altérées ou
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quantitativement réduites. C’est notamment le caslad F1-ATPase et de la glutamate
déshydrogénase.

L’'observation en microscopie électronique des nramds cellulaires indique un
aspect irréegulier et une structure épaissie. Orrobsdes microvillosités. Les desmosomes

sont altérés, ce qui rend les cellules moins cobési

|-1-1-2- 2- Métabolisme
Il est commun de mettre en avant un certain nonmderaifférences fondamentales

permettant de distinguer le métabolisme de cellsdgéises de celui de cellules cancéreuses :

- La division des cellules cancéreuses, astreddns le cas de cellules
normales a de nombreuses régulations, devient tridéa. Les cellules proliferent et leur
multiplication anarchique est a l'origine de la gétion de lignées dites « immortelles ». Ce
processus tient un role essentiel dans la transtovmmaligne, car il permet 'accumulation
d’'un grand nombre d’anomalies dans le génome dédesede la lignée. Des anormalités
peuvent survenir au moment des mitoses, comme tsynuktries de répartition, une
dispersion anarchique avec répartition chromosoenigégale. On constate également parfois
des anomalies globales, comme l'absence de cligkgenoyaux malgré la présence de
fuseaux. Le nombre de chromosomes peut étre maifién peut constater une polyploidie
(3N, 4N, 8N chromosomes) ou une haploidie (N chsonmes) (Lengaueet al., 1998 ;
Ponder 2001). Cette instabilité génomique est uénéwent précoce qui tient un réle
fondamental dans la progression tumorale (Téstgl.,1992).

- La seconde différence remarquable est l'autosatmon de la division
cellulaire. Les cellules saines ne se divisent lgusqu’elles en recoivent l'information. De
nombreuses molécules, inhibitrices ou stimulatriegercent par leur activité le contrble de la
division cellulaire. Cette information peut étreartsmise de cellule a cellule par
I'intermédiaire d’'un certain nombre de jonctionsmettant la communication inter-cellulaire.
Une cellule cancéreuse a perdu une partie de qeacitds de relation cellule-cellule et
devient en quelque sorte autonome, moins assujattie régulations pouvant lui étre

transmises par les cellules a proximité.
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- Une autre singularité des cellules cancéreysas rapport aux cellules
normales réside en leur perte de l'inhibition dataot. Les cellules saines, lorsqu’elles se
sont divisées jusqu’a arriver au contact les uressalitres subissent une pression de contact
exercée sur leur cytosquelette. Cette contrainysighe est a 'origine de I'activation d’'une
voie de transduction du signal responsable deibitibn spécifique du processus de division
cellulaire. Les cellules cancéreuses sont caraé&si par une perte de cette inhibition de
contact. Leur nombre s’accroit régulierement atprdl reste relativement constant dans les
tissus sains. Ce phénomene est a l'origine du dppement d’une hyperplasie, puis d’'une

tumeur.

- Une quatrieme particularité de ces cellulesaesdtenir. Elle repose sur leur
capacité de migration et d’infiltration des tissu@sins, a I'origine de leur envahissement.
Certaines cellules, appelées cellules métastatiqumsvent en effet se détacher du foyer
tumoral d'origine et s'infiltrer au travers des wsttures tissulaires a proximité par
I'intermédiaire de la sécrétion de protéases gssatiient les tissus permettant a ces cellules
de s’insinuer a travers les membranes tissulairésentuellement de rejoindre la circulation
générale. Les cellules métastatiques sont ainsicé&es en de nombreux points de
'organisme et peuvent alors coloniser de nouvetrktoires, assurant par la-méme la

dissémination des cellules tumorales.

- De plus, on observe la plupart du temps dacadedes cellules tumorales une
perte de la nécessité d’ancrage, disposition quiiece en particulier aux cellules cancéreuses
la capacité de se développer selon des conditiarables, et de poursuivre leur prolifération
en milieu semi-fluide ou fluide, lors de la disséation métastatique par exemple. Les
cellules cancéreuses bénéficient par ailleurs dipgree du point de restriction, ce qui leur
permet, par opposition aux cellules normales, deuivre leur cycle cellulaire au dela de la

phase G1 en cas de carence voire d’absence dasddeteurs de croissance.
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|- 1- 2- Lesvoies du développement tumoral
- 1- 2- 1- L'angiogenése

- 1- 2- 1- 1- Définition et caractércgties générales

L’angiogenese est le processus physiologique ppurelese forment les nouveaux
vaisseaux sanguins a partir du réseau vasculagexstant. Elle est a distinguer de la
vasculogenése qui correspond a la constitutionédeau vasculaire initial au moment du
développement embryonnaire (Risau, 1997). Dansdeslitions physiologiques normales,
'angiogenese tient un réle important dans un gem@mbre de processus biologiques tels
que I'implantation du placenta, le renouvellemeatl@ndométre, la formation du corpus
luteum, la réparation tissulaire lors d’ischémiesd@ques et périphériques ou encore la

cicatrisation.

Cependant, des anomalies dans la régulation norchal@rocessus angiogénique
peuvent étre a I'origine d’un développement incdlétides nouveaux vaisseaux sanguins. La
néovascularisation excessive peut alors participdrapparition ou a la progression de
certaines pathologies comme les ulceres duodéndes, arthrites rhumatoides, les
rétinopathies diabétiques, les hémangiomes inémtilathérosclérose, le psoriasis ou encore
le développement tumoral. Les cellules de I'endaihé des vaisseaux comptent pourtant
parmi les plus stables de I'organisme. En dehorprdaessus angiogénique, leur temps de
renouvellement peut aller jusqu'a deux ou troiséasn mais cette période est réduite a

seulement cing jours au moment de I'angiogenése.

- 1- 2- 1- 2- Angiogenése et progressignorale

Le développement tumoral nécessite la mise en mlacee vascularisation riche et
adaptée aux spécificités métaboliques des celtdeséreuses. En effet, afin d’assurer leur
prolifération, les cellules tumorales ont besoimrd’apport en oxygene et en nutriments
proportionnel a leur forte consommation énergétighar ailleurs, il leur est également
indispensable de pouvoir éliminer les déchets pramt de leur métabolisme. Tant que
I'épaisseur de la tumeur est inférieure & 1 ou Znfersimple diffusion a travers la paroi des

vaisseaux a proximité suffit généralement a pemmates échanges (Folkman, 1990). La
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distance maximale entre le foyer tumoral et unsess excede rarement 150 a 200 microns ;

au-dela, la diffusion de I'oxygéene n’est pas pdssib

Par ailleurs, dans une tumeur, l'activit¢ mitotigdeminue considérablement en
s’éloignant des vaisseaux. Pour poursuivre sonldgpement prolifératif, la tumeur répond
donc a cette nécessité vasculaire impérative ethétysant puis en secrétant des facteurs de
croissance des vaisseaux destinés a stimuler ¢gagese a sa proximité immeédiate (Figure
B6).
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Figure B6 : Principe général de 'angiogenése tumaie.
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Il est désormais reconnu qu’il existe une corrétagntre le potentiel métastatique de
nombreuses tumeurs et leur niveau de vasculamsa@est le cas notamment de tres
nombreux carcinomes mais également de tumeursisies tmous, de tumeurs du systeme
nerveux central et de myélomes (Weidredr al., 1995). Par ailleurs, la densité de la

vascularisation intratumorale est considérée commé&ément de pronostic fiable.

I- 1- 2- 1- 3- Chronologie de I'angiogeeg¢umorale

Le déclenchement du processus angiogenique esbriséguence d’une situation
hypoxique intratumorale. La prolifération anarctéqet rapide du tissu tumoral en formation
génere la formation de zones peu ou pas oxygénéeseia de la tumeur, ainsi que la
compression des capillaires a proximité. L’activatde I'angiogenése est alors réalisée par
les cellules cancéreuses elles-mémes, qui syrghétist secretent plusieurs types de
molécules angiogéniques, comme le VEGF (Vasculatotfrelial Growth Factor), dont les
genes sont régulés par un facteur sensible a Kypoommé HIF-& (Hypoxia Inducible
Factor) (Fanget al., 2001), ainsi que le bFGF (basic Fibroblast Grow#cttér), qui
diffusent jusqu’aux vaisseaux pré-existants (Skubdeg et al., 2001). Ces molécules
stimulent la production de collagénase, d’hépaeand&ctivateur du plasminogéene (uPA), de
métalloprotéinases de la matrice (MMP), telles yiMP-2 et MMP-9, par les cellules de

I'endothélium des vaisseaux sanguins (Figure B7).

Ces enzymes sont a l'origine de la dégradatioradaedmbrane basale qui entoure et
soutient les vaisseaux. En effet, 'espace extiglegle est composé d’'un réseau complexe et
dense que les cellules endothéliales doivent dégrastant de pouvoir y migrer. La
dégradation de la matrice extracellulaire a donar mmnséquence non seulement de libérer
des facteurs de croissance qui, en l'absence deadhdn, resteraient séquestrés dans la
matrice mais également de créer un espace libnel@®aellules endothéliales migrantes.
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Figure B7 : Les étapes de I'angiogenese tumorale.

Le premier obstacle que rencontre la cellule erdlztle est formé par la membrane
basale. Elle est constituée de collagene de typeléMaminine, de fibronectine et d’autres
composants matriciels. La MMP-2, aussi appeléeagéhase de type IV, participe a la
dégradation de la membrane basale. Une fois catréete vasculaire franchie, les cellules
endothéliales doivent progresser au travers dediddde collagene, d’élastine, de protéines
microfibrillaires et de protéoglycanes. La MMP-@, gélatinase B, lyse les fibres d’élastine et

les noyaux protéiques des protéoglycanes (ludaed.,1999 ; Edwardst al.,2003).
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Parallélement, les cellules endothéliales activpas les facteurs de croissance
acquierent de nouvelles caractéristiques de pratifin et d’invasion tissulaire. Elles se
détachent de la matrice extra-cellulaire et migremtdirection du stimulus angiogénique

libéré par la tumeur, amorcant ainsi le bourgeorergrarienté du vaisseau parental.

- 1- 2- 1- 4- Initiation du processugmyénique

A ce jour, il est connu que I'activation molécuéinitiale de la formation des néo-
vaisseaux sanguins se fait par I'intermédiaire d’umteraction entre le récepteur VEGFR-1
(FIt-1) ou le récepteur VEGFR-2 (Flk-1, KDR), losg#ls sur I'endothélium des vaisseaux
sanguins, et de nombreux facteurs de croissanedet®EGF (ou VEGF-A), le VEGF-B, le
VEGF-C, le VEGF-D, le VEGF-E ou encore le PIGF {d#es et al., 1992 ; Brownet al.,
1993 ; Plateet al., 1994 ; Vigliettoet al.,1995 ; Meyeret al.,1999) (Figure B8).

PIGF VEGF VEGF-B, -E VEGF-C VEGF-D

N oa<T

mwmzm@®OoO — o 2 >»

.
0

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

m o m2zm@@O — @ Z2 » I T2 < ™

Figure B8 : Facteurs de croissance et récepteurssleynthéses vasculaires.
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Il est actuellement décrit que VEGFR-1 est davaniagpliqué dans la perméabilité
cellulaire tandis que le récepteur VEGFR-2 est atelur de I'effet mitogéne et de la réponse
proliférative des cellules endothéliales des vaigzesanguins (Colavittet al., 2002). Par
ailleurs, il est désormais connu que le réceptdaGNMR-1, qui peut étre exprimé soit sous
forme membranaire soit sous forme soluble, est ppécifiguement activé par VEGF-A,
VEGF-B et PIGF, alors que le récepteur VEGFR-2 derdhvantage sous la dépendance des
facteurs VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E (Cradsal.,2003).

Les facteurs de croissance de I'endothélium dessgaux sanguins sont des molécules
fondamentales dans la biologie tissulaire normalgaéhologique, dont la concentration doit
étre strictement contrdlée. Ainsi, I'inactivatiolud seul alléle du géne VEGF suffit a induire
une létalité embryonnaire précoce. Ces facteursgégiques qui commandent indirectement
la formation des néo-vaisseaux sont synthétisétepasellules cancéreuses lorsque certaines
conditions limites sont atteintes. Ce sont ces itimmd particulieres, notamment hypoxiques,
qui engendrent la surexpression des genes desufaale croissance de I'endothélium des

vaisseaux sanguins.

La voie de signalisation en réponse aux conditibpgoxiques, principal facteur
limitant le développement tumoral initial, débute factivation du facteur HIF¢l Celle-ci
est induite par la molécule d’heme, les espécestivéa de I'oxygéne (ROS) qui sont
produites par les mitochondries en cas de carexygéaique, ainsi que par des cascades de
phosphorylation cytoplasmiques. Les especes réagctie I'oxygéne ont en particulier une
fonction de stabilisation du complexe HIk-En réponse aux variations des potentiels
d’oxydo-réduction (Chandeit al.,1998).

Le complexe HIF-1 est constitué par deux sous-snidtéiques : HIF{YARNT
(aryl hydrocarbon receptor nuclear translocatau) egt continuellement exprimée, et Hik;1
qui n'est présente qu’au moment de la survenueoddittons hypoxiques. En fait, la sous-
unité alpha est également synthétisée continuetiermais elle est systématique dégradée
dans les conditions normoxiques, alors qu’elle aiawule trés rapidement dés I'apparition
d’'une carence en oxygene (Salceztaal, 1997). Il devient alors possible a HIk;len
démasquant son signal de localisation nucléaireSjNd’étre internalisée et transloquée au

travers de la membrane nucléaire. Un facteur nitel@RNT est alors recruté par Hike:kt
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I'hétérodimere formé reconnait la structure génigieel’élément de réponse a I'hypoxie
(HRE). L’activation finale des promoteurs des gedes facteurs de croissance est réalisée
lorsque les coactivateurs transcriptionnels, CPREE binding protein) et p300 terminent la
complexation avec HIF&tARNT et HRE. (Kallioet al.,1998).

- 1- 2- 1- 5- ROéle des intégrines

Ce sont des protéines insérées dans la membrasmigiee. Certaines sont impliquées
dans le remodelage vasculaire au cours de l'angasge Elles sont formées par deux
domaines, I'un intracellulaire court et l'autre trexcellulaire beaucoup plus volumineux. Le
domaine extracellulaire interagit avec des protide la matrice extracellulaire alors que le
domaine intracellulaire interagit avec certainestgines du cytosquelette. Les intégrines ont,
en particulier, une implication dans la communmatcellulaire. Elles permettent d’assurer la
transduction des signaux cellulaires entrant otastr Elles sont formées par deux sous-
unitésa et constituant un hétérodimeére (Figure B9). Il exitBetypes de sous-unitéset 8
types de sous-unitéf dont les assemblages peuvent étre a l'origine ed’uimgtaine
d’intégrines différentes (Sanchez-Madeidal.,1983 ; Longhursét al.,1998).

p
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Figure B9 : Structure générale des intégrines.
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Parmi celles-ci, I'intégrine,psa un rbéle substantiel dans la différentiation dehites
de I'endothélium des vaisseaux sanguins en voiagibgenése. Elle se trouve étre tres
fortement exprimée dans les néo-vaisseaux aussiduecours de la vasculogenése que de
I'angiogenese inflammatoire ou tumorale. Elle est@vanche faiblement exprimée dans les

vaisseaux matures.

L’intégrine a3 interagit avec de nombreuses protéines de la reatsitra-cellulaire,
comme la fibronectine, la thrombospondine, la wvietine, le facteur Von Willebrand ou
encore l'ostéospondine. La fixation se fait parmatif RGD (séquence arginine-glycine-
aspartyl). Cependant, l'intégringf3; interagit également avec la protéine MMP-2 (Matrix
Metallo Protease-2) qui intervient dans la dégiadate la matrice extracellulaire durant
'angiogenese. L'interaction entre les deux prasirse fait par le domaine C-terminal de
MMP-2 nommé PEX (Brookst al.,1996). L'angiogenése induite expérimentalementiagur
membrane chorioallantoique de poulet peut étre eh@@ en utilisant une protéine PEX
recombinante ne permettant pas l'interaction ektkéP-2 et l'intégrinea,fs (Brookset al.,
1998). La relation entre les deux protéines a a@téi rapidement admise comme une

condition indispensable au déroulement de I'angiege.

L’activation du récepteur aux facteurs de croisseaes vaisseaux sanguins VEGFR-2
nécessite I'intervention de la protéingl; Ce récepteur qui commande en partie I'activité
mitogénique des cellules endothéliales ne peutiffament étre phosphorylé, et donc activé
que si celles-ci adherent a la vitronectine partdimédiaire de I'intégrine,ps (Soldi et al.,
1999).

Enfin, l'intégrine o,p3 a été décrite comme étant un ligand du réceffieam PDGF
(facteur de croissance dérivé des plaquettes) éBatgal.,2000). L’interaction du récepteur
avec le domaine cytoplasmiquylg de l'intégrine entraine une augmentation de Kateti
tyrosine kinase et de la transduction d’'un sigedlutaire aboutissant a I'expression des genes

favorisant la migration et la prolifération celliaau moment du processus angiogénique.
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- 1- 2- 1- 6- Les marqueurs de I'angiogge

Le détail de la néo-vascularisation sanguine net @re pris en considération
totalement sans qu'il soit possible d'accéder a desécules spécifiques, connues et
détectables, permettant de la qualifier ou de lantfier a un moment déterminé. Des
marqueurs exprimés exclusivement par les celludd&ddothélium de ces vaisseaux sont des
outils indispensables a la compréhension, l'intigiion et la résolution de I'angiogenese

tumorale.

CD34 est une intégrine de la famille des sialogbyotéines, encore appelée
sialomucine, qui est exprimée par toutes les @dl@ndothéliales des vaisseaux sanguins.
Des isoformes de CD34 sont par ailleurs expriméssdan grand nombre de tissus. Par
exemple, dans le tissu hématopoiétique, il existssoforme de CD34 qui est exprimé par les
progéniteurs de I'hématopoiése, les cellules ertiaths et certaines cellules du stroma.
Cette protéine est impliguée dans le contréle daliteérentiation des cellules souches
hématopoiétiques (Headt al.,1995).

CD31 ou PECAM 1 (platelet-endothelial cell adhesioalecule) est exprimée a la
surface des endothéliums vasculaires sanguinssepalgnucléaires. Cette intégrine est un
récepteur d’adhérence au collagéne impliqué datiaismn et 'agglutination plaquettaire a
'endothélium sous-jacent. Les plaquettes, qui igent au niveau d'un site vasculaire
endommagé sont activées, initient la sécrétionahieniu des granules avant la coagulation.
Ce marqueur est considéré comme l'un des marqueerghoix de I'endothélium des

vaisseaux sanguins.

Le récepteur aux facteurs de croissance de I'egtloth des vaisseaux sanguins
VEGFR-2 est également un bon moyen de caractédser structures. Cependant, la
spécificité de cette protéine est mise en caudaitide son expression dans d’autres tissus et
organes. Elle ne peut par conséquent pas étredéwési comme un marqueur idéal et est

généralement utilisée pour confirmer les résulthtenus avec d’autres marquages.

Tie 2 est un marqueur spécifique des cellules értiates et de leurs précurseurs. I

s’agit d’'un récepteur sensible a l'angiopoiétinen Sctivation est a I'origine de la libération
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de PDGF et de HB-EGF, et par suite de la migraties cellules mésenchymateuses vers les
cellules endothéliales, avant leur différentiatianpéricytes et cellules musculaires lisses.

La neuropiline 1 (Nrpl) est un co-récepteur du VEGHe participe a I'induction
mitogénique des cellules endothéliales vasculair@sactivation du gene de la neuropiline 1
provogue une létalité embryonnaire et un dévelogmmanormal du systeme
cardiovasculaire chez le poulet (Moyat al., 2001). Cependant, son implication dans
d’autres processus biologiques, comme la neurogemes permet pas de considérer cette

molécule comme un marqueur trés spécifique de ¢draium des vaisseaux sanguins.

eNOS est une protéine membranaire des cellulesttefltdes localisée au niveau de
I'appareil de Golgi et de microdomaines plasmigai@selés cavéoles. Elle permet la synthese
de monoxyde d'azote (NO) par les cellules de I'ehédlium des vaisseaux. En effet, le
monoxyde d’'azote est un médiateur trés importannaimbreuses fonctions du systéme

cardiovasculaire.

La P-sélectine ou CD62P, glycoprotéine de la mengoies granules, est exprimée a
la surface des plaquettes et des cellules endaliliors de leur activation. Elle tient un role
dans [l'extravasation des leucocytes vers les siEsflammation. Ce marqueur

immunologique est quelquefois utilisé pour la détecdes cellules endothéliales.

- 1- 2- 2- Lalymphangiogenése

- 1- 2- 2- 1- Définition et caractéregties générales

D’une maniére comparable au processus angiogenigsgumeurs ont la capacité
d’induire la formation de néo-vaisseaux lymphat&jea direction du tissu tumoral, a partir
de vaisseaux préexistants. Ce phénoméne de lymipig@ngse tumorale est a I'origine d’'une
amélioration des conditions du développement tumetad’'une potentialisation de la
dissémination des métastases dans de nombreuxdgpesicers, comme les cancers du sein,
du poumon, des testicules, du col utérin, de |&spPRL ou encore les mélanomes (Swartz
et al.,2001; Stackeet al.,2002).
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Les connaissances actuelles concernant la lympbgeggse sont en pleine expansion
depuis quelques années mais accusent cependaetand important en comparaison avec
celles relatives a I'angiogenese. Cette circonstagst notamment la conséquence de la
découverte tardive de molécules permettant l'idieation, et par conséquent I'étude, des

structures qui interviennent dans le fonctionnene¢iid physiologie du systéme lymphatique.

- 1- 2- 2- 2- Lymphangiogenése et pregien tumorale

Le réseau des vaisseaux lymphatiques interviers teméchanges entre les cellules
tumorales et le milieu environnant en constituarg interface entre les cellules et le sang. En
effet, 'approvisionnement des cellules en nutritegqu’elles soient tumorales ou non, ne se
fait pas directement par le sang : du plasma I&fmfcontinuellement entre les cellules,
constituant la lymphe interstitielle qui baigne tissus et assure le transport intermédiaire des
nutriments jusqu'aux cellules. Ces échanges satitebfionnels et permettent également
I'évacuation des déchets du métabolisme cellul@iette détoxication du milieu péri-tumoral
est indispensable a la croissance optimale desumsnaont le métabolisme prolifératif est
fortement producteur de résidus dénaturés, finalermenalisés dans les voies lymphatiques
avant leur élimination via la circulation sangu{@&harineret al.,2004).

Les cellules cancéreuses traversant un gangliopHgtique y sont généralement
séquestrées. Elles sont alors détruites mais peudams certaines circonstances, s'y
développer, formant ainsi un foyer tumoral secomdaC'est souvent le cas dans les cancers
du sein ou le ganglion sous-axillaire constitueégalement le premier relais métastatique.
Dans de tels types de cancer, les vaisseaux lympleat peuvent étre altérés lorsque la
tumeur exerce une compression génant la circuldgiophatique. On peut alors déplorer

I'apparition d'un lymphoedéme autrefois souverdrggihe d'un gros bras.

Le premier ganglion concerné par un éventuel esgahient axillaire issu d’'une
tumeur primitive est le ganglion sentinelle. L'étuldistologique apres biopsie de ce ganglion
en cas de doute est donc théoriquement prédiciveelle de l'intégralité de la chaine
ganglionnaire. Des techniques de marquage du gengdintinelle destinées a le localiser puis
a l'exciser pour examen anatomopathologique ontdét@loppées afin de préciser certains
diagnostics. Ainsi, pour la localisation du ganglisentinelle par utilisation d'un colorant
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bleu, il est défini comme étant le ganglion mardgidlus proche du bord du colon ou le
ganglion situé a I'extrémité d’'un canal lymphatiqueoré méme si le ganglion n’est pas bleu
(Giulianoet al., 1997, Tabaclet al.,2002). Pour le marquage par radio-isotopes, |glgan
sentinelle est défini comme celui dont la radioatéiest dix fois supérieure aux autres (Cox
et al.,2000). En utilisant ces techniques, il a été migwdence a la suite du prélevement de
60 ganglions sentinelles sur 42 patients, que lmrdg ganglion sentinelle est négatif apres
analyse histologique classique (hématoxyline-égsehecytokératine immunohistochimie, la

probabilité qu’un autre ganglion soit envahi egéiireure a 0,1% (Turneat al.,1999).

Par alilleurs, la recherche du ganglion sentinepjegmier relais de drainage
lymphatique des tumeurs colorectales, puis sorya@anatomopathologique, ont permis de
déterminer une sous-classe de patients a risquéaildive, sans répercussion sur le geste
chirurgical. La localisation est réalisée en pegrapoire, aprés ouverture du péritoine et
injection en sous-séreux en péritumoral de  denbleu de Patenté. Le colorant est capté puis
drainé par les capillaires lymphatiques jusgu’amgiian sentinelle qui est prélevé puis

soumis a une analyse (histologique et) immuno-lugique (Braatt al.,2004).

Au cours du développement tumoral, on constatergiaméent une augmentation de la
vascularisation péri-tumorale. Au niveau des vdyesphatiques, il est couramment observé
un accroissement significatif de la longueur etidumétre des vaisseaux ainsi que I'apparition
de nouvelles ramifications vasculaires. Cependésd, tumeurs possedent rarement un
systéeme vasculaire lymphatique intrinseque, mais giénéralement des vaisseaux dilatés
dans le stroma péri-tumoral, pénétrant occasiommelht en périphérie dans la tumeur. Par
ailleurs, il est désormais établi que les vaissdgmphatiques participent a la propagation
tumorale en constituant une voie privilégiée ddissémination métastasique (Pepetal.,
2003). L'augmentation du nombre et du diametreraesfications lymphatiques a proximité

des tumeurs correspond a une forme de potentialisde la dissémination des métastases.

La pénétration des cellules cancéreuses des egpadakictaux a travers la paroi des
vaisseaux lymphatiques s'effectue par diffusiortravers des béances offertes par les sinus
lymphatiques ou par digestion protéolytique deihe fmatrice des vaisseaux. Les cellules
cancéreuses sont alors véhiculées par le fluxdignigénéralement jusqu'a leur arrivée dans

des ganglions lymphatiques, avant de rejoindrartalation sanguine par l'intermédiaire du

59



canal thoracique. lls peuvent également former rd&so-embols obstruant les capillaires
lymphatiques, rejoindre alors les tissus a prox@npar dégradation protéolytique de la
matrice vasculaire et coloniser de nouveaux teregsode I'organisme en formant des foyers

tumoraux secondaires.

|- 1- 2- 2- 3- Caractére lymphophile dascers

Certains cancers, comme les cancers du sein, duguude la peau, des testicules, du
col de l'utérus, de la thyroide, ainsi que les turaeyastriques, ont un mode de dissémination
métastatique qui s’effectue préférentiellementliraiermédiaire des vaisseaux lymphatiques.
Cette disposition est notamment favorisée par Esgnce de vaisseaux lymphatiques a
proximité de la tumeur et la structure des vaisselgmphatiques. Quelques unes des
caractéristiques du réseau lymphatique et deslaia@d qui le composent permettent en
particulier d’expliquer la promptitude des cellulagtastatiques a rejoindre plus facilement le

flux lymphatique que le flux sanguin.

Le premier parametre est 'immense étendue du wébsgaphatique, qui irrigue
absolument tous les territoires tissulaires, a dales exception du cerveau, selon des

ramifications qui investissent les moindres méandeel’organisme.

Le second élément réside dans la structure mémeagekkaires lymphatiques. Ces
micro-vaisseaux possedent un endothélium extrémiefireformé d’'une couche unique de
cellules aplaties bordée par une membrane bas@leampue voire inexistante. Leur paroi
est plus souple que celle des capillaires sangumslégradation de cet endothélium par les
enzymes protéolytiques synthétisées par les cslloiétastatiques est donc d’autant plus
efficace. De plus, les capillaires lymphatiquesspréent un diametre plus important que les
capillaires sanguins et offrent ainsi une surfaeecdntact supérieure pour l'intrusion des
cellules malignes. Par ailleurs, I'endothélium Iymapique est ponctué de jonctions
intercellulaires laches de typeaculae adherendestinées a faciliter le captage de certaines
macromolécules circulantes et qui constituent aetep d’entrées majeures pour les cellules

métastatiques.
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De plus, le flux liquidien a l'intérieur des vaisse lymphatiques est significativement
plus faible que celui du systeme sanguin, et |fémifice de pression en résultant pourrait
favoriser d’'une part la pénétrabilité a lintériedu réseau lymphatique, et d’autre part la

potentialité de formation des micro-embols souvehtrigine de foyers secondaires.

- 1-2- 2- 4- Cas particulier des lympies
Les lymphomes sont des cancers du systeme lympbatly s’agit de pathologies

relativement rares, dont les manifestations imtakont I'apparition d'un ou plusieurs
ganglions volumineux indolores, souvent dans laoréglu cou, des aisselles ou de l'aine,
avec parfois de la fievre et des fatigues perdistae diagnostic de certitude est réalisé par
une biopsie suivie d'un examen histologique. linpetr en particulier de préciser le type du
lymphome. Un bilan d’extension est toujours enwvisggour rechercher d’éventuelles
diffusions dans le but d’affiner le traitement. Ugsphomes peuvent se développer a partir

des lymphocytes B ou des lymphocytes T.

La survenue d’'un lymphome est d’autant plus prabaple l'individu dispose de
défenses immunitaires affaiblies ; ainsi, dansake aes patients séropositifs, I'apparition d’'un
lymphome est potentialisée par I'absence de régomseunitaires efficaces. Ce type de

cancer représente environ 3% de tous les cancpeuiesurvenir a tout age.

l-1-2-2-4-1- Maladie de Hodgkin

Il s’agit d’un lymphome particulier mis en évidengeur la premiere fois par Thomas
Hudgkin en 1832 et dont I'origine demeure a ce jone énigme encore non résolue. Les
circonstances selon lesquelles la transformatidigmease produit sont notamment discutées.
I ne semble pas que la maladie de Hodgkin soifrigitte héréditaire ni contagieuse.

L’hypothése d’'une insertion virale est la plus conmément admise.

Contrairement aux autres lymphomes, qui peuventesim a tout age, le lymphome
d'Hodgkin est une pathologie qui concerne plusiqdrrement les jeunes adultes et les
enfants mais qui peut intervenir également chezribgidus apres 50 ans. Le lymphome de
Hodgkin demeure cependant considéré comme un calcsujet jeune. L'age médian au
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moment du diagnostic est de 39 ans environ chéznbiane et de 31 ans chez 'homme. Ce
type de lymphome frappe environ 62000 individusgcigaannée dans le monde. Il est fatal
pour 25000 d’entre eux. En France, I'incidencealenbladie est de 1,7 pour la femme et de

2,4 pour 'hnomme, ce qui correspond a deux a trmisveaux cas par an pour mille habitants.

Ce cancer se caractérise par la formation de esllahormales, dites réticulaires
monstrueuses, dénommées cellules de Reed-Sternlzyrgellules de Reed-Sternberg sont
des cellules de grande taille, a noyau segmeni&omiiennent plusieurs nucléoles et dont la
chromatine est finement réticulée. Dans environ %18% cas, les cellules de Reed-Sternberg

sont infectées par le virus d’Epstein-Barr.

Une extension de la maladie peut se produire switgpvoie lymphatique, soit par la
voie hématogéne. Le lymphome de Hodgkin se dévelafams 65% des cas a partir des
ganglions du médiastin, et s’étend ensuite par dealc thoracique vers le creux sus-
claviculaire jusqu’au niveau cervical. Une extensi@matogene peut également se produire
par l'intermédiaire du canal thoracique qui rejolat circulation générale et favorise la
dispersion viscérale, pulmonaire ou hépatique. atteinte splénique est constatée dans 50%
des cas. Ces localisations spléniques sont adeutd point de départ d'une extension vers la

chaine ganglionnaire lombo-aortique.

[-1-2-2-4- 2- Lymphomes malins rradgkiniens

Les lymphomes malins non hodgkiniens désignent woupg hétérogene de
proliférations monoclonales malignes de cellules lignées lymphocytaires B et T, plus
rarement des NK (natural killer), qui, bloqués astade de difféerenciation donné, sont a
I'origine du développement de tumeurs au niveauadganes lymphoides, en particulier des
ganglions. Le caractére hétérogéne de ce type mmcaésulte de I'existence de nombreux
types histologiques, de la localisation qui petg ganglionnaire ou extra-ganglionnaire, ainsi
que de l'existence de formes locales de cancers glee d’autres se développent sous forme

diffuse.

Il s’agit de I'une des formes de cancer dont I'aegiation est la plus importante. Leur

fréquence augmente d’environ 5% chaque année. ladimaoncerne en tout premier lieu les
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sujets agés. On déplore une augmentation trés femgerde I'incidence de ces lymphomes
chez les individus porteurs du virus du SIDA. Cejzen, ces derniers ne représentent que 1%
de tous les lymphomes malins non hodgkiniens ré&sedans les pays occidentaux, ce qui est
insuffisant pour interpréter 'augmentation géném¢ I'incidence de ces pathologies, dont les
facteurs étiologiques sont encore mal connus. @orggaujourd’hui quelle est la répercution
de facteurs environnementaux humains, comme katilbn abusive de pesticides et d’engrais
chimiques, I'exposition aux solvants et autrestte®s, la pollution atmosphérique dans la

participation a lI'induction de cette maladie.

- 1- 2- 2- 5- Mécanisme moléculaire ddyimphangiogenese tumorale

La formation des voies lymphatiques en réponse @ stimulation tumorale est
assujettie a un certain nombre de régulations rgihe de la transduction du signal
lymphangiogénique. Ce processus est initié pativaton du récepteur VEGFR-3 (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor-3) localisé urmembrane plasmique des cellules
endothéliales des vaisseaux lymphatiques. Le réeaeMEGFR-3 est spécifiquement activé
par les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-Bs¢uar Endothelial Growth Factor-C/-
D) (Aprelikova et al.1992), dont l'activation est sous la dépendancen dalivage
protéolytique réalisé par la plasmine (McCell al., 2003). Lorsque deux molécules de
VEGF-C ou -D se fixent sur leur récepteur VEGFR3ei produit au sein de la membrane

cytoplasmique une dimérisation des monomeres daptéar.

Ce processus engendre un rapprochement des donwiaeBvité tyrosine kinase
aboutissant a une transphosphorylation des domantrascytoplasmiques des récepteurs. Les
récepteurs VEGFR-3 phosphorylés deviennent alopaldes de se lier a une protéine de
couplage GRB2 (Growth Factor Receptor-Bound pragirelle-méme susceptible d'interagir
avec une molécule messagéere SOS. SOS se lie adec@RAS-GDP inactif accolé a la
membrane plasmique. Le remplacement de GDP (GusndsiDiPhosphate) par GTP
(Guanosine 5’-TriPhosphate) permet la transforrmago forme active RAF, amorgcant une
cascade de protéines kinases MEK (MAP/ERK Kina€e).processus aboutit a l'activation
d'une protéine ERK (Extracellular signal Regulakidase) a l'origine de l'activation des
facteurs de transcription nucléaires des génesmnsaples de I'activité mitogene des cellules
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de I'endothélium des vaisseaux lymphatiques (FigBt®). Récemment, il a été mis en
évidence que si les récepteurs VEGFR-3 sont exprig@ trés grande majorité sur
I'endothélium des vaisseaux lymphatiques, certafitepteurs VEGFR-2 y sont également
retrouvés et pourraient activer la transductionsiynal lymphangiogénique par interaction
avec le facteurs de croissance VEGF-A (Ceisa. 2003).

VEGF-C/-D

VEGFR-3

m.pl.

RAF
GDP % GTP Z; §5 .

GTP GDP ATP ADP ﬁATP

ADP

Oe

FTN

Figure B10 : Mécanisme d’activation de la lymphangigenese.

La transphosphorylation de deux monomeres de rénepf EGFR-3 permet l'activation
d'une cascade de kinases impliquant les protéindS,RRAF, MEK (MAP/ERK kinase) et
ERK (extracellular signal regulated kinase). GRBffowth factor receptor-bound protein 2 ;

SOS : son of sevenless ; FTN : facteur de transoripucléaire.
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- 1- 2- 2- 6- Les marqueurs de la lympdiagenéese

Pour détecter et quantifier la néo-vascularisalypmphatique, il est indispensable de
disposer de molécules spécifiques des vaisseayphigtiues. Aucune molécule ne constitue
a I'heure actuelle un marqueur garantissant ur@lif&a rigoureuse pour révéler la présence
des cellules de I'endothélium des vaisseaux lymgbues. Cette particularité constitue I'un
des écueils principaux limitant les investigatiamncernant le remodelage lymphatique en

pathologie humaine.

Les récepteurs VEGFR-3, s’ils sont systématiquenmaaten évidence au niveau des
voies lymphatiques, sont aussi exprimeés et dételegs d’autres tissus ou organes tels que le
coeur, les poumons ou les reins (Aprelik@taal., 1992). lls se trouvent étre par ailleurs
surexprimés dans de trés nombreux organes au cwmurfembryogenése. Le récepteur
VEGFR-3 n’est donc pas un marqueur idéal de la hangiogenése, d’'une maniere
comparable a d’autres molécules comme LYVE-1 epddoplanine, qui sont également

exprimés au niveau des vaisseaux lymphatiques tiNesal.,2004).

En effet, LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial hyanan receptor-1) est un
récepteur a un glycosaminoglycane, I'acide hyaliguo® constituant de la matrice extra-
cellulaire, dont le transport s’effectue par lessaaux lymphatiques. Il est détecté sur la face
externe de I'endothélium des vaisseaux lymphatiqieesnombreux tissus (Banegti al.,
1999 ; Preveet al., 2001) Cependant, il est désormais avéré que spression n’'est pas
restreinte aux seuls vaisseaux lymphatiques. LY\dStldétecté en particulier au niveau des
cellules de Kupffer, macrophages localisés surafze fluminale des sinusoides hépatiques
(Mouta Carreiraet al.,2001).

La podoplanine est une glycoprotéine de la membda®e podocytes localisée a
proximité des récepteurs VEGFR-3 au niveau dedspetiisseaux lymphatiques. Il a été
démontré que cette molécule peut étre utiliséeaah que marqueur de I'endothélium des

capillaires lymphatiques (Breiteneder-Gelkefffal., 1999). Sa fiabilité est cependant discutée.

Il existe un autre marqueur des néo-vaisseaux |tgpres : il s’agit de la protéine
Prox 1 (Prospero-related homeobox 1) qui tientdla fondamental dans le développement
précoce du systeme nerveux central. Elle pourrdguler I'expression génique et le
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développement des neurones natifs post-mitotiqndgférenciés. Prox 1 est considérée
comme un marqueur approximatif de la lymphangiogen@Honget al., 2004), car son
expression a notamment été retrouvée au niveauagar] hépatique et cérébral (Olivedr
al., 1993; Zinovieveet al.,1996; Partaneat al.,2001).

|- 1- 3- Ladissémination métastatique

Les métastases sont des foyers tumoraux secondases de la tumeur primitive, et
dont le développement autonome se réalise a destdndoyer initial. La disposition d'une
tumeur primitive a disséminer ses cellules maligheistance dépend principalement, d'une
part de linstabilité génotypique et donc phénajypi de ses cellules, et d'autre part de
l'incapacité du systeme immunitaire a réaliserdatmaiction des cellules tumorales au cours
du processus métastatique. Par ailleurs, les radtsstsont généralement des structures de
petite taille, parfois microscopiques, ce qui lend difficilement détectables par les

techniques actuelles aux stades précoces de lelutién.

De plus, les tumeurs secondaires dérivees des tasdas bien que quelquefois
diagnostiquées avant la tumeur primitive sont fedgonent inopérables, et ne permettent
qu'un recours a la chimiothérapie, avec ou sansbéeéfice supplémentaire de la
radiothérapie. La dissémination des métastasesticmnsctuellement I'écueil majeur du
traitement des tumeurs solides qui représentens plel 95% des cancers, tous types

histologiques confondus.

- 1- 3- 1- Les étapes du processus méiqsea

Dans un premier temps, des cellules se détacherfoykr tumoral primaire, et
entament une dégradation des protéines constitaafdme basale de I'épithélium péri-
tumoral grace a I'action de métalloprotéases gesedlynthétisent et sécrétent, jusqu’a pouvoir
le traverser et envahir I'espace péri-tumoral. teltules cancéreuses proliferent alors au sein
du tissu conjonctif constituant le stroma péri-tuahoentrainant des modifications de la
composition de la matrice extra-cellulaire, I'intioa d’'une néo-angiogenese, la formation de

fibroblastes particuliers.
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Une réaction inflammatoire avec infiltration de lokls immunitaires apparait
localement. L’ensemble des modifications des atrest préexistantes induites par les cellules
cancéreuses aboutit a la formation d'un tissu catifoet inflammatoire, associé aux cellules
tumorales, que I'on appelle le stroma. Le stronitgpfatie intégrante de la tumeur et participe
a sa biologie. Il comporte généralement des callub®njonctives, fibroblastes ou
myofibroblastes, des néo-vaisseaux sanguins, ajosi des fibres extra-cellulaires de
collagene et d’élastine. Le stroma constitue dontissu de soutien et de nutrition (Ahmetd
al., 1997) (Figure B11).

_ Angiogenese et
Matrice lymphangiogeneése tumorales

extracellulaire
Stroma
'@Cumoral

Vaisseaux Fibroblaste
normaux

N

Stroma
normal

Epithélium
normal

Cellule normale
Cellule préecancéreuse /‘ Epithélium
Cellule cancereuse carcinomateux

Figure B11 : Transformation du stroma au cours de’évolution tumorale.

Les cellules, qui évoluent en milieu peu propianéddicient de mutations perpétuelles
dans le but de leur permettre une adaptation anleuvel environnement. Certaines d’entre-
elles sont capables de dégrader la fine membrasi@alsseaux sanguins et lymphatiques a

proximité et parvenir a atteindre la circulatiomgaine ou lymphatique.
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Lorsqu’elles ont atteint un réseau vasculaire, (@it sanguin ou lymphatique, les
cellules sont véhiculées par le flux tout en powasut leur prolifération. Le complexe E-
CDK2 des cellules cancéreuses étant continuellenaetit, les cellules tumorales ne
requierent pas nécessairement d’'ancrage pour porgsieur processus prolifératif. Elles
peuvent alors former des agrégats de cellules talesrLe taux de mort cellulaire est
généralement tres important. Les cellules qui senti sont celles dont la mutagenése est la
plus active, qui parviennent ainsi a s’adapter ailieu encore différent et hostile. La plupart

des cellules encore vivantes sont devenues immsistagtes.

Les cellules s'immobilisent finalement dans desilzapes tres fins ou le flux
liquidien est faible. L'arrét des cellules danscieculation est souvent associé a un micro
thrombus, comprenant des plaquettes et des poBaiues. Ces formations sont observées
pendant quelques heures, puis elles sont génénatidysés par les enzymes fibrinolytiques,
comme la plasmine, qui sont produits ou activedgmacellules tumorales. La digestion de la
membrane basale de l'endothélium permet aux celicé@céreuses de s'établir au sein du
tissu conjonctif interstitiel sous endothélial &t droitre, jusqu'a une taille approximative de
0,2 & 0,3 mm Pour poursuivre son développement au-dela de btite, la mise en place

d’'une néo-vascularisation nutritive est indispefesal nouveau foyer tumoral.
I- 1- 3- 2- Les voies de dissémination rataque

- 1- 3- 2- 1- L'extension lymphatique

La dissémination des métastases par les voies tigpies représente la voie la plus
récurrente de dissémination des carcinomes, c'dseaes tumeurs cancéreuses qui affectent
soit un tissu de revétement comme I'épiderme omlg@gueuses, soit un tissu glandulaire. Les
cancers les plus lymphophiles sont les cancersiiy) de la sphére ORL, du col de I'utérus,
des poumons, de la peau et des testicules. L'egtensar voie lymphatique est moins
fréquente, bien qu’existante, dans le cas des is@g0c’est a dire des tumeurs malignes des
tissus conjonctifs. Dans un premier temps, lesulssl pénetrent a lintérieur des vaisseaux
lymphatiques, ou elles sont portées par le fluxitigen jusqu’au ganglion le plus proche dont
elles envahissent le sinus périphérique. L'attep#teles cellules cancéreuses d’'un ganglion

satellite entraine généralement une réaction inflatoire a l'origine de la destruction des
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cellules tumorales. Cependant, il est a noter gu@résence d’'un ganglion lymphatique
inflammé dans la zone de drainage lymphatique diumeeur n’est pas systématiquement
indicative de la présence d’'un envahissement nadtqsé ganglionnaire. En effet, le drainage
des antigenes et des débris cellulaires peut iadiiiférentes réactions immunitaires au sein

du ganglion.

Les cellules métastatiques peuvent cependant s@vede premier ganglion et
poursuivre leur cheminement vers les ganglions asus/ Elles peuvent également s’y

installer et y demeurer dans un état de quiescengeproliférer ultérieurement.

Cependant, dans la majorité des cas, les celleséceuses qui atteignent un
ganglion lymphatique s’y multiplient et I'envahisse Elles rejoignent d’abord la capsule
ganglionnaire et provoquent une lymphangite, inftaation a l'origine d’oedemes de
compression plus ou moins importants. L’invasioogpessive des voies lymphatiques et de
leurs chaines ganglionnaires se poursuit jusqu’alidération des éléments du flux
lymphatique contenant les cellules métastatiquess dé&a circulation générale par
l'intermédiaire du canal thoracique. L’atteinte danglion sus-claviculaire, dernier relais
ganglionnaire avant la circulation générale, esingiice fort d’'une diffusion imminente du

processus canceéreux a tout I'organisme.

La proximité des vaisseaux est suffisante pour parmaux cellules métastatiques de
rejoindre la circulation lymphatique. En effet, lesseaux lymphatiques ne pénétrent jamais
en profondeur a lintérieur du tissu tumoral, maiemeurent en bordure et tapissent
généralement la masse cancéreuse, en s'insinugateféent et occasionnellement en

périphérie dans la tumeur (Padetal.,2002).

- 1- 3- 2- 2- L’extension hématogene
Les cellules cancéreuses peuvent atteindre cette soit secondairement par

I'intermédiaire des voies lymphatiques qui aboetigsau réseau sanguin, soit directement par

effraction des membranes vasculaires sanguinesr@-gy2).

La voie hématogene directe est d’autant plus fagilatteindre que la paroi des

vaisseaux péri-tumoraux est fine et la pénétradies cellules tumorales se fait régulierement
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par I'intermédiaire des petits capillaires sangubar ailleurs il existe, particulierement dans
le cas des sarcomes, des lacunes vasculaires baddéeellules tumorales, qui favorisent

davantage encore I'accélération du processus dérdigation.

- 1- 3- 2- 3- Ladissémination directw pavité naturelle

Elle peut se produire lorsqu'une tumeur maligneeste jusqu'a une cavité séreuse
comme la cavité péritonéale, délimitée par le feuibordant les intestins ou la cavité
pleurale, délimitée par les deux feuillets entotreas poumons, ou encore les espaces
méningés et les cavités articulaires. Cet essairpageégalement intervenir a la suite de la

rupture du tissu tumoral dans une cavité de I'oigyaa.

retour a la
circulation générale

flux sanguin vaisseau sangt
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Figure B12 : Les différentes voies de la dissémiriah métastatique.
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|- 1- 3- 3- Différences entre les types tmaux

Il est établi que chaque type de tumeur emprungevore de dissémination spécifique.
Les cellules tumorales ne sont pas disséminéesad@&m aléatoire dans I'organisme. Elles se
répartissent et se développent préférentiellemans dertains tissus ou organes en fonction
de leur tissu d'origine. Ainsi, il est connu quedessémination se fait plutdét par la voie
hématogene dans certains cas et plutét par layoighatique dans d’autres. L’évolution des
cellules métastatiques au cours de cette dispedsins I'organisme répond a des contraintes
biologiques qui aboutissent a des cheminementsslogalisations secondaires récurrentes et

prévisibles.

- Dans le cas du cancer colorectal, les cellides€reuses dégradent et traversent dans
un premier temps la paroi intestinale et peuveribger dans la masse adipeuse péri-rectale
ou dans les parois du bassin. Les cellules méipstat peuvent parfois se propager a d’autres
tissus et organes comme la prostate, le vaginessie, les uretéres, le pancréas, le foie, la
région rétro-péritonéale ou encore I'épiploon. B&sisegments de l'intestin gréle ou du gros
intestin sont éventuellement concernés par unéntts'ils se trouvent étre proches de la
tumeur initiale (Auguset al., 1985 ; Chagpaet al.,2001).

La diffusion se fait parfois par voie lymphatiquet de maniére plus ou moins
importante en fonction du degré de différenciatdmn la tumeur : lorsque la tumeur est
indolente, l'atteinte des ganglions lymphatiquesauehe que 30% des patients, tandis que
chez environ 80% d'entre eux, le systeme lymphategi affecté si la tumeur est agressive. Il
est par ailleurs connu que la diffusion dans ledtasancer colorectal se fait aussi par la voie
hématogene. Dans ce cas, le foie est le foyer taétage le plus fréquent. Les poumons sont
atteints dans un deuxieme temps. Généralementarleec du cblon ne se propage pas a
d'autres organes par voie hématogene sans avalapl&ment atteint le foie ou les poumons.
Dans la plupart des cas, le foie est le seul orgaunehé (Branekt al.,1996).

Que ce soit le systeme sanguin ou lymphatique gquiadgeint, I'implantation des
métastases peut survenir le long de la muqueusenetde l'intestin, au niveau de I'espace

intraluminal, et des cellules peuvent égalemengiradte la surface séreuse externe de
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I'intestin vers laquelle les cellules issues déutaeur se sont dirigées. Elles se nichent par

ailleurs sur n'importe quelle surface de la caaitdominale.

- Dans le cas du cancer de I'estomac, I'extens®fait directement au travers de la
paroi stomacale en direction des organes adja@nsr la voie transcoelomique, vers la
cavité péritonéale ou abdominale. La disséminatinprunte essentiellement la voie
lymphatique et plusieurs ganglions peuvent étreleapent envahis (Boriet al.,2000). C’est
le cas des ganglions situés a proximité de I'estorda la rate et du foie dans un premier
temps. Rapidement, I'extension peut se poursuiusgly’'au bord gauche du cou, a la
clavicule gauche, au niveau du ganglion de Trqisier a I'aisselle gauche, au niveau du
ganglion d’lrish. Un envahissement ganglionnaireeige nature signe généralement le début

de la symptomatologie tumorale.

La dissémination améne a trouver des métastasasvaau de I'oesophage, de la
cavité péritonéale, de la muqueuse de I'épiploanpancréas, du duodénum, de la rate, du
colon, des ovaires, du rectum, des reins, des gtasdrrénales, des poumons, des os et dans

certains cas, du cerveau (Akiyaetaal.,1998 ; Huguieet al.,2002).

- Dans le cas des sarcomes osseux, la dissémindgsn métastases se fait
principalement par voie hématogéne. La pénétratemcellules malignes dans la circulation
sanguine se fait tét dans I'évolution de la maladieant méme la survenue des premiers
symptémes. Elle est ponctuée par l'installatiorfaers secondaires dans les poumons. Des
tumeurs secondaires sont généralement retrouvéesl’autres structures osseuses ou a

guelques centimetres du foyer initial (Daffre¢ral., 1997 ; Renarét al.,1999).

- Les cancers du poumon ont une dissémination gdais essentiellement par voie
lymphatique, mais parfois également par voie samgutn fonction de la localisation de la
tumeur dans le poumon, le franchissement de I'arggui détermine I'évolution ultérieure de
la maladie, est variable. Si la tumeur est situéswgface du poumon, elle traverse la plévre,
et envahie le diaphragme ou la paroi thoraciqué &imeur a une position plus centrale dans
le poumon, elle peut atteindre directement les lgamg lymphatiques hilaires, puis ceux du
médiastin et autour de la trachée. Les vaisseanphgtiques sus-claviculaires, abdominaux

et cervicaux sont des voies de dissémination fréiggg Suget al.,2005) .
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L’extension par la voie sanguine se fait par I'imédiaire de la riche vascularisation
pulmonaire. Les cellules passent dans le sangralisectement transportées vers le coeur qui

expulse les cellules métastatiques dans tout lfosgae.

Pour le cas des cancers pulmonaires a petitedesllas foyers tumoraux secondaires
apparaissent le plus souvent au niveau du foiéa gdevre, des ganglions lymphatiques, des
0s, du systeme nerveux central, des glandes slgséendu tissu sous-cutané, mais peut se
généraliser a tout l'organisme. Dans les cancerfsngnaires non a petites cellules,
I'extension atteint souvent la plévre, la paroi tthorax, les ganglions lymphatiques et le
diaphragme lorsque la dissémination se fait pavoi@ lymphatique. Lorsque les cellules
disséminent par voie sanguine, elles atteignentokesles glandes surrénales, le foie, le
cerveau et le péricarde (Sagnaral., 1991 ; Fujisawat al.,1995 ; Stenbygaaret al.,1999 ;
Kagohashet al.,2003).

- Pour ce qui concerne les mélanomes, la proxird@8 structures vasculaires,
sanguine ou lymphatique, détermine la voie de digsdtion utilisée. Celle-ci, ainsi que la
localisation de la tumeur initiale, détermine pi#lears les localisations métastatiques. Dans
tous les cas, les métastases peuvent étre dissgEsmirés n’'importe quelle partie du corps
avec une prévalence pour les poumons, mais égaldeseganglions lymphatiques, le foie, le
cerveau et la moelle épiniere (Fornabeial., 1988). La voie lymphatique est cependant la
plus fréquente (Dadra al.,2003).

- La tumeur de la prostate peut voir son dévelomrense faire selon différentes
modalités. Dans certains cas, la tumeur se limitéorgane en interne puis réalise une
compression qui bloque l'uretre. En revanche, laewr peut parfois s’étendre aux tissus
voisins, comme la vessie, le canal de l'uretreesuvésicules séminales. Le rectum est plus
rarement concerné car la membrane du fascia derbiéieo qui le sépare de la prostate

constitue une barriere difficilement franchissadadre les deux tissus.

La dispersion des métastases par voie lymphatignérg d’abord un envahissement
des ganglions se trouvant a proximité immédiattadameur, puis de la région pelvienne ou
les ganglions iliaques externes, sacrés et longasent principalement concernés.

Finalement, les métastases colonisent généralele®iois, en particulier ceux de la colonne
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vertébrale, des hanches, des cotes et des menthetto{ et al., 1990). Par ailleurs, deux
autres schémas de dissémination par les voies tigpies semblent pouvoir étre distingués.
L’'un rejoint les ganglions pelviens et para aorigjuinitiant la survenue de métastases a la
vessie et au rectum, et parfois au niveau pulmenrgtirhépatique. Dans le second cas, les
ganglions pelviens ne sont pas affectés et la miisstion pourrait étre relayée par une
dissémination hématogene en empruntant les veeréstvales (Saitoét al.,1990).

Lorsque les métastases cheminent par la voie gamglé foie, les poumons et les

reins sont le plus souvent les sites de localisatsecondaires (Faboztial.,1995).

- Les tumeurs du rein se localisent dans un pretaraps au seul organe, ou elles se
développent en interne. Elles peuvent par la Sinsinuer a l'intérieur de la veine rénale et
plus rarement de la veine cave inférieure (Tongapek al., 1995). Elles peuvent aussi
traverser la capsule rénale et envahir le tisspeant péri-rénal, les glandes surrénales et le
rein controlatéral. Les ganglions lymphatiques ahidaux qui drainent le rein sont

frequemment atteints mais la voie de disséminairorcipale n’est pas la voie lymphatique.

Dans un tiers des cas, au moment du diagnostiqua dealadie, un ou plusieurs
foyers secondaires ont déja débuté leur développerha dissémination, essentiellement
hématogene, génére des sites métastatiques aw rivedoie, des poumons, des os, du
systéme nerveux central et des tissus mous €Wl 2001 ; Niedeket al.,2004).

- Le cancer du sein est un cancer tres lymphopbég voies lymphatiques constituent
le mode de dissémination majeur. La chaine ganudima est rapidement envahie avec des
localisations au niveau des ganglions sus-clavi@daet ceux de la région du cou, et un

envahissement régional peut aboutir a l'atteintag®roi thoracique.

La dissémination des métastases provoque généralePapparition des foyers
secondaires au niveau des poumons, du foie, desi @ncore du cerveau (Hawes al.,
2001 ; Porteet al.,2004).

- Dans le cas des cancers de la vessie, la prognesst dans un premier temps locale.
La tumeur traverse la paroi vésicale et s'infildans les tissus adipeux de la zone péri-

vésicale. L'extension débute ensuite par la tragsiom aux structures voisines comme la
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prostate, l'utérus, le vagin, le rectum, le colagnm®oide ou encore l'os pelvien. Une
compression des uretéres, de l'urétre prostatitjde eol vésical signe généralement le début

de la symptomatologie maligne.

Les voies lymphatiques favorisent une distributopn inocule les ganglions de la

région pelvienne jusqu’a ceux de la région abdohaina

La dissémination principale est hématogene et ddienea l'installation de foyers
tumoraux secondaires au niveau hépatique, pulmmneirtané et osseux (Tabbataal.,
1984).

- Les tumeurs ovariennes s’étendent localement tegxis et organes voisins, les
trompes de Fallope, l'utérus, la vessie, le pérdoide la région pelvienne, l'ovaire
controlatéral ou encore le rectum, avant de rejeinda circulation lymphatique
principalement. L'introduction dans les vaisseayxphatiques se fait souvent des le stade
précoce de la maladie. Il s’accompagne d’'un encembnt des voies lymphatiques pouvant
aller jusqu’a I'obstruction partielle ou complétesdvaisseaux se trouvant autour du sternum
et sous le diaphragme, empéchant le drainage didéigpéritonéal qui s’accumule dans la

cavité abdominale en provoquant une ascite (Kuwasét al.,1996 ; Caset al.,2001).

La propagation par la voie sanguine entraine heltlgtment la survenue de métastases

hépatiques, pulmonaires ou encore cérébrales (Le&aal.,1991).

Dans ce type tumoral particulier, la disséminaties cellules métastatiques a d’autres
territoires de I'organisme se fait surtout par assge péritonéal. Les cellules de la tumeur
initiale se détachent, gagnent les cavités pelhdasrat abdominales, et sont véhiculées par les
liquides internes pour finalement trouver un anera&g initier la formation d’un nouveau
foyer. Les métastases s’installent le plus sousantiveau des replis péritonéaux qui bordent
et relient entre eux les visceres, la surface @desip intestinales, le péritoine, la vessie et
'utérus. Elles sont dans de nombreux cas véhisulgsr le liquide péritonéal jusqu’au
diaphragme qui se trouve étre un site métastaiimpertant. Il n’est pas rare que le liquide
péritonéal traverse le diaphragme, atteigne lesnpos et soit a I'origine d’un épanchement
pleural (Mandaet al.,1996 ; Akutagawat al.,2002).
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- Les tumeurs qui se forment au niveau du col aigidus s’étendent naturellement aux
tissus proximaux a partir du moment ou les cellolesfranchi la paroi utérine. Elles peuvent

alors gagner le vagin, la vessie, les trompes tledea les ovaires et parfois le rectum.

La dissémination est essentiellement lymphatiquedisStingue deux possibilités. Les
cellules tumorales qui ont vu leur croissance séisgr dans la partie supérieure de l'utérus
ont tendance a s'insinuer dans les vaisseaux lytigpies locaux et rejoindre ainsi les
ganglions para-aortiques et les ganglions susailaires. Les cellules cancéreuses des
parties médianes et inférieures de l'utérus pénettans le flux lymphatique en direction des

ganglions pelviens qu’elles envahissent.

La dissémination par voie sanguine, moins récuereaboutit a la survenue de

métastases au niveau hépatique, pulmonaire, ostegxébral.

Un essaimage péritonéal est fréquent dans le cascalecers du col utérin, par
I'intermédiaire des fluides des cavités pelvienhal@ominale. Les foyers secondaires sont
alors mis en évidence sur la surface des parastintles, le péritoine, la vessie et I'épiploon.
La cloison inférieure du diaphragme est égalemerdomtact du liquide péritonéal et devient
souvent un site privilégié de formation métastaiq@off et al., 1994 ; Huntsmaret al.,
1994).

- Le cas des tumeurs hépatiques révele I'envahmsede I'organisme a partir d’un
organe extrémement vascularisé assujetti a I'édmappt des cellules malignes. Dans un
premier temps, la tumeur peut se développer sumpare seulement du foie ou s’étendre a
tout I'organe. La localisation de la tumeur enteaime intrusion des ganglions lymphatiques
locaux mais la dissémination se fait essentiellém@mar I'intermédiaire de I'abondante

vascularisation sanguine qui entoure le foie.

Les localisations secondaires sont alors principalé observées au niveau de la
veine hépatique et de la veine porte, sur le deghe, les poumons, I'estomac, les glandes

surrénales, les os et le cerveaudt3al.,2003 ; Ishiiet al.,2004).

- Les leucémies sont des cancers du systeme saoayudefinition. La distribution des

cellules anormales se fait par conséquent pariah@&matogene. Il existe cependant, pour ce
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cas particulier de cancer, une possibilité pouctdkiles métastatiqgues d’'étre disséminées par
les voies lymphatiques. Cette circonstance estedugarticulier a la présence de nombreuses
communications veino-lymphatiques et d’'une relatextrémement étroite entre les deux

systemes vasculaires. Il n'est pas exceptionnei dimrencontrer des atteintes ganglionnaires

chez des patients atteints par cette maladie.

Par ailleurs, la propagation a tout I'organismesticulierement accablante dans le
cas des leucémies étant donné lirrigation de timssorganes et tissus par le systeme
vasculaire sanguin, siege du processus tumoralinites foyers métastatiques surviennent
généralement au niveau de la moelle osseuse, dudes poumons, de la rate, des ganglions
lymphatiques, du systeme intestinal, des testicetedes méninges (Viadama al., 1978 ;

Sharpeet al.,1993).
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Site primaire Os Poumon Foie Cerveau
Hépatome 3 20 X

(Esophage 4-7 20-35 20-32 <1
Estomac 5-10 20-30 35-50 1-4
Pancréas 5-10 25-40 50-87 1-4
Mélanome 30-40 60-80 70 40
Sein 50-85 60 45-60 15-20
Thyrode 39 65 60 7]
Hodgkin 50-70 50-70 60 20
Non-Hodgkin 25 30-40 51 1
Poumon 30-50 20-40 30-50 15-30
Colorectal 5-10 20-43 71 <1
Ovaire 2-6 10 10-15 <1
Utérus 5-12 30-42 15-30 <5
Rein 30-50 50-75 35-40 7-8
Vessie 12-25 25-30 30-50 <1
Prostate 50-70 13-20 13 <2
Neuroblastome 80 25 70 25-50
Osteosarcome 25 75 <] <5

Tableau B2 : Incidence des métastases sur différentrganes.
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| - 2 - Les nouvelles thérapies anti-cancéreuses

| - 2- 1- Lathérapie génique

On désigne par thérapie génique I'ensemble desoelpgs permettant de transmettre
une nouvelle information génétique au sein deslleslld’'un individu dans le but d’apporter
un bénéfice a une pathologie due au déficit ouyatfiodctionnement d’'un gene essentiel. On

peut distinguer la thérapie génigerevivoet la thérapie génique vivo.

|- 2- 1- 1- Thérapie génige& vivo

La thérapie géniquex-vivoconsiste a prélever chez un patient certainesleslpuis a
les traiter en y introduisant un géne corrigeardéficience responsable de la pathologie. Ces
cellules sont ensuite réadministrées au maladgebe peut étre introduit dans les cellules de

deux maniéres:

- par infection virale, ou un virus porteur du gane permet I'intégration du

gene fonctionnel dans le génome des cellules éalsiv

- par micro-injection, c’est a dire par le remplaent du géne déficient par le
transgene au moyen d’'une micropipette. Ce procétiéetativement rapide, mais le taux

d’intégration du transgéne dans le génome celkikdt généralement faible.

Les cellules dont le génome est corrigé par l'uoel’autre de ces modalités sont
réintroduites dans I'organisme du patient ou eflesmultiplient normalement (Ginet al.,
2005). Cette technique ne peut cependant étre qaigeli que pour traiter des maladies
génétiques n’altérant qu’un organe dont les cedlatmt faciles a prélever, comme les cellules

du sang ou de la moelle osseuse.

|- 2- 1- 2- Thérapie géniguevivo

La thérapie génique ditm-vivo consiste a administrer directement au patient wieve
contenant le géne d’intérét. Cette méthode permmt d’agir sur des organes dont on ne peut
prélever les cellules. Cette thérapie nécessitermgmt la mise au point de systémes de

transfert de geéne utilisant des vecteurs biologigteds que des virus modifiés ou des
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liposomes. Elle permet d’envisager le traitementpdéhologies héréditaires telles que la
mucoviscidose, la myopathie de Duchenne ou la meatss Tay-Sachs.

|- 2- 1- 3- Thérapie génique et cancer

La mise au point de stratégies thérapeutiquestparathérapie, ainsi que l'utilisation
des techniques de radiothérapie ont procuré cesedes années des bénéfices considérables
a la plupart des patients atteints de cancerséilekitions de ces traitements sont cependant
encore trop frequemment mises en échec par nonetenteurs qui échappent a ces solutions
thérapeutiques, particulierement du fait de lewapsabilité aux traitements. Par ailleurs, le
probleme des tumeurs résistantes d’emblée aux cthiérapie se pose. Pour ces raisons, la
nécessité d’'imaginer et de concevoir de nouveltestégiies de lutte contre la maladie

s’impose.

Les progres des biotechnologies, le perfectionnénhes biothérapies, I'évolution des
connaissances sur le génome humain ainsi quessurdeanismes de la tumorigenése offrent
de nombreuses nouvelles possibilités d’investigatid.a recherche en matiere de thérapie
génique semble proposer une approche particuliéreragdaptée a une appréhension
innovante du probléme du cancer, et génere déseraes protocoles pré-cliniques et
cliniques (Rousseaet al.,2003 ; Dudleyet al.,2005).

Plusieurs approches de thérapie génique peuvente@irisagées. Certaines ciblant
directement les cellules tumorales, d’'autres pedanetla réduction de la vascularisation

tumorale ou encore I'amélioration de la réponse umitaire anti-tumorale.

|- 2- 1- 3- 1- Lathérapie génique pangsuicide

L'objectif de cette stratégie est I'activation sfigae d'une prodrogue non toxique en
drogue cytotoxique uniguement au sein des cellule®rales. Le principe est de transférer
vivo, dans les cellules tumorales un gene codant uagnen normalement absente du
patrimoine des cellules. Cette enzyme a la capdetFansformer la prodrogue non toxique

en un métabolite toxique.
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Le systeme le plus expérimenté est celui de la ity kinase du virus de I'Herpés
(HSV) de type 1 qui agit sur le ganciclovir comnmedrogue. Seul le ganciclovir triphosphate
est actif, la premiéere phosphorylation se faisamtl@ TK (thymidine kinase) virale. Le GCV-
TP est un analogue nucléosidique de la guanosine'iggorpore aux chaines d’ADN en
élongation et induit I'apoptose (Bedt al., 1995). Cette stratégie a été utilisée sur des
modéles d’ostéosarcomes greffés chez le rat avecédeltats encourageants (Charisseux
al., 1999), et fait désormais I'objet d’études en eshaique (Colombeet al.,2005).

|- 2- 1- 3- 2- Les stratégies anti-angioigjues

Les limites des traitements cytotoxiques des cancenduisent a envisager des
approches alternatives aux traitements des tumkelarsgiogenése est I'une des orientations
de ces recherches (Bacheéttal., 2003). En effet, les cellules de I'endothélium vdsre,
contrairement aux cellules cancéreuses, présep&mtou pas de résistance naturelle ou
acquise aux agents pharmacologiques. De plus,fenbefsé sur la pharmacologie et non sur
la toxicité permet d’envisager une meilleure talea

|- 2-1- 3-2- 1- L'angiostatine

L’angiostatine a été le premier composé endogem isusceptible d’inhiber
spécifiguement le processus angiogénique. Il s’dyihe protéine de 38 kDa formée de
guatre sous-unités, dérivée du plasminogéne, txteaipartir de cellules carcinomateuses
pulmonaires en culture (carcinome de Lewis) (Qyedt al., 1994). Elle est synthétisée par
les cellules tumorales. Son taux varie en fonctienla taille de la tumeur et diminue
considérablement aprés I'ablation de celle-ci. biastatine a pour principal effet d’'induire
spécifiguement aux cellules de I'endothélium dasseaux un caractere réfractaire vis a vis

des stimuli angiogéniques.

L’angiostatine, qui inhibe spécifiguement la prétdtion des cellules endothéliales,
induit également la dormance des cellules métgsiedi en régulant la balance entre la
prolifération et I'apoptose de ces cellules. lltd éémontré que I'administration systémique
d’angiostatine humaine pouvait étre a I'originergduinhibition significative de la croissance

de trois types de carcinomes humains et murins &heouris. Il a également été mis en
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évidence gqu’une inhibition quasi compléte de laissance tumorale avait pu étre obtenue
sans qu'il ne soit possible de détecter aucunedatentoxicité ou de résistance. L'utilisation
de cette molécule endogéne a permis pour la prenfiis d’obtenir la régression de
carcinomes humains a I'état d’ilots microscopiglatents en réalisant un blocage prolongé

de I'angiogenése (O'reillgt al.,1996 ; Boehnet al.,1997).
|- 2-1- 3- 2- 2- L'endostatine

L’endostatine est une protéine de 20 kDa issue d@mangio-endothéliome de souris.
Elle correspond a la fraction C-terminale du callag XVIII ( O'reilly et al., 1997). Le
collagene XVIII est un constituant de la matricéracellulaire des cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins et ne possede pas, sous sa foome clivée, de propriétés
antiangiogéniques. Il a été mis en évidence gqugetiion systéemique de 20 mg/kg/jour
d’endostatine recombinante chez des souris podedas implant tumoral (carcinome
pulmonaire de Lewis, fibrosarcome T241, hémangideéméliome ou mélanome B16F10)
pouvait induire, apres 15 jours de traitement, inhéition compléte de I'angiogenese et une
régression supérieure a 90% de la tumeur primaides métastases. De plus, aucun signe de
résistance ou de toxicité aspécifique n’est apparterme de 25 jours de traitement (Boehm
et al.,1997).

Le mécanisme de clivage du collagéne XVIII a lI'ovey de la libération de
I'endostatine est initié par la sécrétion de L ep#ine, d’élastase et de métalloprotéinases de
la matrice par les cellules endothéliales activ€es enzymes protéolytiques provoquent une
rupture de la molécule de collagéne XVIII dans satip C terminale. Cette région est
constituée par un domaine de trimérisation, unéepaentrale contenant les sites du clivage

protéolytique et une région terminale de 22 kDaeoant 'endostatine.

La molécule d’endostatine bloque la phosphorylatiatuite par le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) du résidu tyrosyl sitedr le récepteur Flk-1 (VEGFR-2) et
empéche l'activation de ERK, p38 MAPK et p125 FA&sdccellules de I'endothélium de la
veine ombilicale chez I'hnomme. Elle empéche égatdnia fixation de VEGF(165) au
domaine extra-cellulaire du récepteur Flk-1 purifignteraction directe entre I'endostatine et

FIk-1 a par ailleurs été confirmée par chromatolgiep’affinité (Kim et al.,2002) et I'action
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inhibitrice de I'endostatine a été vérifiée surmbembreux modeéles expérimentaux (Dutetir
al., 2005).

|- 2- 1- 3- 3- Limmunothérapie génique

La transformation d’'une cellule normale en cellulenorale s’accompagne de
modifications qui la singularisent et en fait urigle potentielle pour le systeme immunitaire.
Cependant, des mécanismes mis en place par la tufoeupermettent d'échapper,
partiellement ou totalement, & ce systeme de proteale I'organisme. lls procedent
essentiellement de la variabilité antigénique et’idemunogénicité tumorale ainsi que de

I'interaction de la tumeur avec les effecteurs’ienhunité.

L'immunothérapie génique consiste a optimiser ggonément la réponse
immunitaire. Pour cela, plusieurs approches sossiptes : Elles consistent soit a chercher a

modifier les cellules tumorales, soit a modifies &ffecteurs de I'immunité.

On distingue I'immunothérapie active, dans laqudée cellules tumorales sont
prélevées puis irradiées avant d’étre administiéasouveau au patient de maniere a stimuler
sa réponse immunitaire, et I'immunothérapie ad@ptu passive : dans ce cas, ce sont les
cellules effectrices de I'immunité qui sont mod#sex vivg ou des antigenes qui sont

administrés au patient.
|- 2- 1- 3- 3- 1- Amélioration de I'imumogénicité tumorale

Il est devenu possible techniqguement d’amplifiemfhunogénicité des antigenes
tumoraux. Ces structures sont en effet les cibess lgmphocytes T cytotoxiques dans les
stratégies d'immunothérapie génique. L’identifioatides antigénes tumoraux spécifiques
constitue donc une étape cruciale dans la potesatigin de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Cette identification est réalisée par dgstemes autologues dans lesquels les
lymphocytes T cytotoxiques sont capables de redtrenas peptides associés aux molécules

de classe | du complexe majeur d’histocompatibilité

Une meilleure définition indispensable des vaccami-tumoraux a été obtenue

bY

notamment grace a l'utilisation d’'un nombre défiantigenes tumoraux, ainsi qu'a la
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caractérisation des peptides reconnus pour unam@igonné. Plusieurs peptides ont ainsi été
identifiés, autorisant le développement de protesal’immunisation antitumorale basés sur
leur injection. Cette technique a été amélioréeartevant des vaccins comprenant la totalité
de l'antigene, soit sous la forme protéique, soiissla forme de son ARNm, soit sous la

forme du gene codant cet antigéne.

Plus récemment, l'injection directe d’ADN « nu »rpaie sous-cutané ou intra-
musculaire a permis d’obtenir une expression detiféne dans sa totalite, en évitant les
problemes relatifs aux réactions immunitaires aatitorielles. Cette pratique de transfert de
géne conserve néanmoins le défaut de n’induirenguxpression relativement discrete du
transgéne. Cette difficulté a été contournée disauit certaines séquences plasmidiques non
codantes, enrichies en dinucléotides CpG non m&thygui favorisent le développement de la

réponse immunitaire et améliorent le pouvoir immgaéme de I'injection d’ADN.

La vaccination tumorale consiste a modifier ledubet tumorales de maniere a leur
induire I'expression d’'un antigéne particulier. lpeincipe de cette technique consiste a
prélever les cellules tumorales chez un patient ga les mettre en culture et de les traiter
dans le but de les modifier de telle sorte qu'ellegent susceptibles d’activer le systeme
immunitaire apres qu’elles aient été ré-injectéeatient (Rosenberg, 2001 ; Biaggi al.,
2002).

Cependant, il est désormais établi que méme sidigles tumorales expriment des
antigénes capables de provoquer le déclenchementrdaction immunitaire, le caractere
indispensable d’'une co-stimulation pour obtenir tégonse immunitaire efficace apparait de
plus en plus évident. Une évolution récente comsstransférer aux cellules tumorales des
genes codant des facteurs de co-stimulation comr¥,4-1BB ou Light (Croft, 2003)
(Figure B13).
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Figure B13 : Modification génétique des cellules morales.

Le transfert de genes de cytokines permet soit éianer la présentation d’antigenes
tumoraux (CMH-Pep) aux lymphocytes T cytotoxigsets,d’activer les effecteurs du systeme
immunitaires (lymphocytes, monocytes, cellules walgmoes) qui peuvent amplifier la
réaction immunitaire en produisant des cytokinesreprésentant des antigenes tumoraux. Le
transfert simultané de molécules co-stimulatricesnpet I'activation des lymphocytes T
reconnaissant les peptides tumoraux associés augcales de classe I. Il est également
possible d’'induire une réaction immunitaire dirigémntre les cellules tumorales en

transférant le géne d’une allomolécule. GT : géaesféré ; Mco : molécule co-stimulatrice.
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|- 2-1-3- 3- 1- Stimulation des cétlsiimmunitaires

Il s’agit d'une stratégie thérapeutique égalemeninnce sous le nom
d'immunothérapie adoptive ou passive. Dans cefpecahe, ce sont les cellules effectrices de
immunité qui sont modifiéeex vivo puis ré-administrées au patient. Cette fois encore,

plusieurs possibilités sont envisageables.

Les lymphocytes T infiltrants les tumeurs sont dsfecteurs cellulaires anti-
tumoraux. Leur activation est augmentée de margerstitutive apres transduction par le
gene de l'interleukine 2 (IL-2). Leur potentiel afutmoral peut-étre Iégerement accentué par
transfert du géne du TN&-Li et al.,1999). L'utilisation des lymphocytes T infiltrankss
tumeurs comme véhicule de géne thérapeutiqgue pshdant limitée par les difficultés de

leur isolement et de leur expansiarvitro.

Cependant, d’autres cellules du systeme immunitpgevent intervenir dans les
stratégies d'immunothérapie adoptive. En particuligtilisation des cellules dendritiques et
des lymphocytes T cytotoxiques est a prendre esidération.

Il est désormais possible de modifier génétiquenentymphocytes T de telle sorte
gu’ils expriment des récepteurs chimériques spgpes d'un antigene tumoral. Il leur
devient alors possible de cibler précisément laewmet d'initier sa lyse. Cependant, en
pratique, I'action du seul récepteur T chimériqaege&néralement insuffisante pour maintenir
I'activation des lymphocytes T lorsqu’ils sont réadistrés au patient. Une solution pourrait
consister a modifier des lymphocytes T spécifiqdasvirus d’Epstein-Barr (EBV). Ces
cellules prolifératives ont la capacité de lyses dibles cellulaires tumorales positives pour
certains des antigénes du virus. Cette stratégi€autilisée dans le cas de lymphomes

d’Hodgkin (Bollardet al.,2004).

Une approche différente se développement de plpdusn Elle repose sur I'utilisation

des cellules dendritiques.

Les cellules présentatrices d’'antigéne ont pouncipale caractéristique d'étre
capables de capter les antigenes et de les exposercellules effectrices du systeme

immunitaire. Ce réle d'initiation de la réponse aisg est notamment tenu par les cellules
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dendritiques qui permettent l'activation des lymgytes T naifs. Il est possible de les
prélever, de les amplifier, de modifier leurs cégdstiques génétiques de telle sorte d'induire
une réponse anti-tumorale accrue, puis de lesjeéter au patient. La modification peut étre
le résultat d’'un transfert de géne de cytokine @anttgénes tumoraux. Contrairement a
I'utilisation directe de peptides pour stimuler dlules dendritiques, cette stratégie permet
d’obtenir une expression prolongée des peptidegyantues, de lever la restriction du
complexe majeur d’histocompatibilité, ainsi quectd#er plus efficacement le CMH de classe
| en conservant la possibilité de présenter dagemd par I'intermédiaire du CMH de classe
Il (Trefzeret al.,2005).

|- 2- 1- 3- 4- Lathérapie par ré&egps circulants

La plupart des processus physiologiques dont letimmnement est directement sous
la dépendance de récepteurs membranaires, comsteec'eas pour la lymphangiogenese
tumorale, sont susceptibles d’étre inhibés ou eétrgpar des récepteurs circulants. Ce sont
des structures protéigues qui reproduisent unéepautla totalité du récepteur naturel et qui
disposent d’'une affinité de fixation avec le ligasdffisante pour étre a l'origine d'une
compétition avec ce dernier. Le ligand se fixe @l@au récepteur circulant avant son
interaction avec le récepteur cellulaire et la gtarction du signal est réduite, d’autant plus
gue le récepteur circulant est capable de newdrdédigand.

Cette stratégie est susceptible de représentemtinedficace pour inhiber certains
processus associés au développement tumoral. &g que nous avons utilisée pour la
mise au point d’'une nouvelle solution destinéehibiar la lymphangiogenese tumorale, et par
conséquent, le développement tumoral et la diss#inim métastastique, est basée sur

I'utilisation de récepteurs circulants.

L'utilisation de cette technique a en outre monine efficacité redoutable pour le
traitement de certaines pathologies dont la résoluest, comme c'est le cas de la
lymphangiogenese tumorale, également basée shibifion de récepteurs membranaires. Un
exemple particulierement significatif est celui detanercept, dont l'utilisation clinique a
permis depuis plusieurs années de solutionneraefiment de nombreux cas de polyarthrites

rhumatoides. Plus récemment, des essais cliniqaesemant ['utilisation de récepteurs
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circulants inhibiteurs de I'angiogenese, nommés ¥H®&ap, ont été mis en application pour

interrompre efficacement le processus angiogéragsgecié a I'évolution tumorale.

- Les VEGF-Trap sont des récepteurs circulants-aagiogéniques ciblant les
récepteurs aux facteurs de croissance synthétiséécestés par les cellules tumorales en
réponse a I'hypoxie au cours de I'évolution tumerdls sont congus a partir de la séquence
de ligation des récepteurs membranaires VEGFRVE&FR-2 dont ils reproduisent les sites
d’interaction avec le ligand, c’est-a-dire les &gt de croissance angiogéniques VEGF-A et
VEGF-B principalement (Holasét al.,2002).

Ces récepteurs solubles sont formés par les deubesotrois domaines terminaux
d’homologie aux immunoglobulines des récepteurs WRA et VEGFR-2. Certains
reproduisent la séquence de I'un ou l'autre deréespteurs membranaires, d’'autres sont
congus par la fusion de fractions VEGFR-1 et VEGFigure B14).

-

a;_.{(J _)il:_

Figure B14 : Représentation schématique des récepis circulants VEGF-Trap.

Les récepteurs solubles VEGF-Trap peuvent étrederpar les deux ou les trois derniers
domaines d’interaction récepteur-ligand (VEGFR/VBGEertains sont formés a partir de la
fusion entre un domaine de liaison de VEGFR-IbfREt un domaine de liaison de VEGFR-
2 (R23). Une séquence IgG1-Fc est utilisée pour augmdatstabilité du récepteur soluble

dans la circulation sanguine.
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Des essais cliniques de phase | ont été conduis dbs patients atteints de tumeurs
solides. Les récepteurs solubles VEGF-Trap util&tasent des protéines hybrides formées
par la fusion entre le domaine pré-terminal Ig-2étepteur VEGFR-1 et le domaine Ig-3 du
récepteur VEGFR-2, de maniére a élargir la spétgfide liaison du récepteur circulant aux

deux récepteurs connus impliqués dans l'inductmtiahgiogenese tumorale.

38 patients agés entre 23 et 75 ans ont été coésidans cette étude. Les atteintes
représentant des carcinomes rénaux, des tumeuwdlahy, des ovaires, des poumons et de la
thyroide principalement. Les récepteurs VEGF-Tnapébe administrés par voie sous-cutanée
a la dose de 800 pg/kg une ou deux fois par senmEndant dix semaines. Les premiers
résultats ayant pu étre observés indiquent undlistdion de la maladie dans 50% des cas,
sans effet secondaire majeur. Des essais clindgigdhase | sur I'administration des VEGF-
Trap par voie intraveineuse est actuellement mehéz des patients atteints de tumeurs

solides réfractaires ou de lymphomes malins nomgkiotens.

- L’Etanercept est une protéine de fusion dérivé@erécepteur p75 du facteur de
nécrose des tumeurs (TNF). Il s’agit d'une moléculencue par génie génétique.
L’Etanercept est un dimeére issu d’une protéine énargéenétiquement modifiée obtenu en
réalisant la fusion entre le domaine de liaisomagdilulaire du récepteur 2 humain au facteur
de nécrose des tumeurs (TNFR2/p75) et le domaindeHimmunoglobuline G1 humaine
(Fc-1gG1)(Suffrediniet al.,1995 ; Weinblatet al.,1999) (Figure B15).

La molécule est constituée de 934 acides aminésort poids moléculaire est
d’environ 150 kilodaltons. L’activité de I'Etanepie a été initialement déterminée en
mesurant sa capacité a neutraliser I'inhibitioraderoissance des cellules A 375 médiée par
le TNF. Ce meédicament est utilisé seul ou en associai@t le méthotrexate dans le
traitement de nombreuses pathologies inflammatééiéss que les polyarthrites rhumatoides
séveres, actives et évolutives de l'adulte, I'#ghchronique juvénile polyarticulaire de
I'enfant, le rhumatisme psoriasique, la spondytdetlankylosante et le psoriasis (Bathein
al., 2000; Vignoleet al.,2002 ; Measet al.,2004 ; Wendlinget al.,2004).
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Figure B15 : Protéine de fusion humaine TNFRp75 (TRR2) / Fc-IgG1 (Etanercept).

Le facteur nécrosant des tumeurs (TNF) est un&imgalominante dans le processus
inflammatoire de la polyarthrite rhumatoide. Desixteélevés de TNF sont également
retrouvés dans les membranes synoviales et lesigdade psoriasis des patients atteints de
rhumatisme psoriasique, et dans le sérum et lel tgovial des patients atteints de
spondylarthrite ankylosante. Dans les plaques deigsss, l'infiltration par les cellules
inflammatoires, y compris les cellules T, conduitrée augmentation des taux de TNF dans
les |ésions psoriasiques, comparativement auxdbsgrvés au niveau des zones non atteintes
de la peau. L’Etanercept est un inhibiteur comipété la liaison du TNF a ses récepteurs de

surface inhibant ainsi l'activité biologique du ThEGudbrandsdottiet al.,2004).

Le TNF et la lymphotoxine sont des cytokines prtammatoires qui lient deux
récepteurs distincts a la surface des cellules rdeepteurs du facteur nécrosant des tumeurs
(TNFR) de 55 kilodaltons (p55) et de 75 kilodaltof/5). Ces deux TNFR existent
naturellement sous des formes membranaires etleslubn pense que les TNFR solubles
régulent l'activité biologique du TNF. Le TNF et llanphotoxine existent principalement
sous forme d'homotriméres, leur activité biologigiant dépendante de la réticulation des
TNFR a la surface des cellules. Les récepteurs résngolubles tels que I'Etanercept
présentent une affinité plus marquée pour le TNE& lgs récepteurs monomeres et sont des
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inhibiteurs compétitifs beaucoup plus puissantslaldiaison du TNF a ses récepteurs
cellulaires (Murrayet al.,1997).

La majorité des atteintes articulaires de la paolyde rhumatoide et de la
spondylarthrite ankylosante, et des atteintes é@asmlu psoriasis en plaques est médiée par
des molécules pro-inflammatoires qui appartienrgenin réseau controlé par le TNF. Le
mécanisme d'action supposé de I'Etanercept consistene inhibition compétitive de la
lisison du TNF aux TNFR de la surface cellulaifes réponses cellulaires médiées par le

TNF sont bloquées en rendant le TNF biologiquerirerdtif.

L’Etanercept a été étudié chez 2680 patients adtela polyarthrite rhumatoide au
cours d'essais cliniques en double aveugle. Cefriexiges impliquent deux études controlées
contre placebo (349 patients sous Etanercept etpafignts sous placebo) et deux essais
contrblés versus traitement actif, un essai coétrébntre traitement actif comparant
Etanercept au méthotrexate (415 patients sous fe&pteet 217 patients sous méthotrexate)
et un autre essai contrélé versus traitement aotifiparant I'Etanercept (223 patients), le
méthotrexate (228 patients) et I'Etanercept agsagiméthotrexate (231 patients). Le taux de
sorties d'essais a la suite d’événements indésgaihit la méme dans les groupes traités par
I'Etanercept et par le placebo; de plus, au courpr@émier essai contrdlé contre traitement
actif, la proportion d'abandon était significativemh plus €élevée dans le groupe méthotrexate
(10 %) que dans le groupe Etanercept (5 %). Dassdend essai contrélé versus traitement
actif, le taux d'arrét consécutifs a des événenmadtsirables était comparable dans les trois
groupes de traitement, Etanercept (11 %), méthatieexl4 %) et Etanercept associé au
méthotrexate (10 %). 203 patients atteints de sparttirite ankylosante ont été traités par
Etanercept dans 3 études contrb6lées versus plagebdouble aveugle. L'utilisation de
I'Etanercept a également été étudiée pendant utepénaximale de 6 mois dans 3 études
controlées en double aveugle versus placebo ch84 patients atteints de psoriasis en

plaques.

Dans les études cliniques en double aveugle comipbBEdanercept au placebo, des
réactions au site d'injection ont été les événesnagrtesirables les plus fréquents chez les
patients traités par I'Etanercept. Chez les paiatteints de polyarthrite rhumatoide dans les

essais controlés contre placebo, les événemenésiiatlles graves sont apparus a une
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fréquence de 4 % parmi les 349 patients traitéd’'lpamercept, contre 5 % des 152 patients
sous placebo. Dans le premier essai contr6lé com&ieement actif, les événements
indésirables graves sont survenus avec une fréquné % parmi les 415 patients traités par
I'Etanercept, contre 8 % chez les 217 patientteggar le méthotrexate. Dans le second essai
contrélé versus traitement actif, le taux d'événamedésirables graves était similaire dans
les trois groupes de traitement (Etanercept : 1in&hotrexate : 12 % et Etanercept associé
au méthotrexate : 8 %). Chez les patients atteiatpsoriasis en plaques et traités dans les
essais contrblés versus placebo, la frequencevdes®ents indésirables graves était estimée
a environ 1 % des 933 patients traités par 'Etcemret a 1 % des 414 patients traités par
placebo.

Les effets indésirables les plus fréquents en sdmiiques chez l'adulte sont des
réactions allergiques, des prurits, des réactiomssite d’injection, des infections, des
syncopes, des douleurs thoraciques et, dans cedasexceptionnels, on déplore la survenue
d’évenement graves tels des insuffisances cardsacgie I'’hypertension, des hémorragies
gastro-intestinales, des tuberculoses et des twmealignes (Morelandt al., 1999; Flendrie
et al.,2003).
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Notre travail a consisté en I'élaboration de réeep VEGFR-3 circulants destinés a
neutraliser les facteurs de croissance VEGF-C etGR4D activateurs de la
lymphangiogenése tumorale avant leur fixation ssrrécepteurs VEGFR-3 membranaires.
Cette stratégie anti-lymphangiogénique est esslemient destinée a compléter les approches
vasculaires des cancers principalement basées eurdhactuelle sur linhibition de

I'angiogenése tumorale.

La thérapie par utilisation de récepteurs circidaast une approche récemment
développée pour bloquer totalement ou partiellernerttins processus pathologiques dont la
transduction est basée sur linteraction entre écepteur membranaire et son ligand
activateur. Elle est par conséquent applicable raggssus lymphangiogénique associé au
développement de certaines tumeurs, particuliéerendepuis que ses mécanismes de

régulations commencent a étre dévoilés.

Cette stratégie thérapeutique est de plus peuieraddtre astreinte a une forme de

résistance comme c’est le cas pour la chimiothérapi

L'utilisation de récepteurs circulants a par aitke@té exploitée avec efficacité pour
inhiber I'angiogenése tumorale (VEGF-Trap). Il stagar conséquent d’'une technologie
particulierement innovante qui présente la quabégticuliere de proposer une approche
spécifigue des processus liés au développementoddreux cancers. Le ciblage de la
lymphangiogenése tumorale est en effet considéré datre étude au niveau moléculaire, de
telle sorte de permettre a terme la combinaisotradeements susceptibles d’agir a plusieurs
niveaux, et ainsi compléter la diversité des traénts actuels, comme la chimiothérapie et la
radiothérapie, ou d’autres traitements particufi@et innovants comme I'immunothérapie et

la thérapie génique.

Selon ces considérations, nous avons réalisé leeption des récepteurs circulants
anti-lymphangiogéniques, a partir de la région atelau gene VEGFR-3 humain, puis nous
avons évalué l'incidence de l'utilisation de cesléoales sur la croissance des cellules de
I'endothélium des vaisseaux lymphatiques, avarsgtitteer d’'une part leur aptitude a inhiber

la migration des cellules vasculaires lymphatiouers le stimulus tumoral et d’autre part leur
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capacité a contrarier I'organisation de ces cedlida formation vasculaires structurées et

fonctionnelles.
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Il - Partie expérimentale

Il - 1- Matériels et méthodes

[I- 1- 1- Culture cellulaire

- 1-1-1- Cellules CHO

Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) sont @#lsles ovariennes de Hamster
chinois provenant de I'ECACC. Elles sont issuesndaous-clone de la lignée parentale
obtenue par Puck en 1957. Les cellules CHO sontelddes adhérentes, a morphologie de
type épithéliale, cultivées a 37°C en atmosphermiti@ contenant 5% de G@dans du milieu
de Ham F12 supplémenté par 10% de sérum de veaal fdécomplémenté (SVF,
BioWhittaker, Verviers, Belgique), 2 mM de glutamiet une solution de pénicilline (100
png/mL) / streptomycine (100 Ul/mL). Elles sont oudes jusqu'a 70 a 80% de la confluence
maximale avant d'étre remises en sous-culture somaile 10000 & 30000 cellulesfcrhe
détachement des cellules CHO de leur support deireube fait au moyen de trypsine
(0,05%)/EDTA (Life Technologies). L'opération detadéhement des cellules par la trypsine
se fait en réalisant un lavage du tapis cellulpaeun tampon phosphate salin stérile ou PBS
(NaCl 140 mM, KCI 27 mM, NaHPO, 8 mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4) puis une incubation
de 10 min a 37°C en présence de trypsine/EDTA.daflsiles dissociées sont centrifugées
puis reprises dans des flacons de culture stédilés densité voulue. Les cellules CHO
peuvent étre conservées & long terme sous forntigubies de 5.10a 1.10 cellules : aprés
trypsination et centrifugation, elles doivent paeta étre reprises dans du milieu de culture
complet contenant 20% de SVF décomplémenté et OZIMISO (diméthylsulfoxide), avant

d’'étre stockées a -80°C.
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I-1-1- 2- Cellules hTERT-HDLEC

Les cellules hTERT-HDLEC (human telomerase revénagescriptase-human dermal
microvascular endothelial cells) sont des cellgledothéliales lymphatiques extraites a partir
des micro vaisseaux du derme d'origine humainentagée transfectées par un rétrovirus
contenant la région codante du gene humain danadriptase inverse de la télomérase. Cette
lignée est caractérisée par une augmentation Eigtivie de la durée de vie du fait de
I'intégration de la région codante du géne hTERERJlisée par I'équipe de Nisato en 2004.
Les cellules hTERT-HDLEC sont des cellules adhé&enprésentant une morphologie
allongée pouvant émettre de longues ramificatiBas.ailleurs, ces cellules sont susceptibles
de former des tubules sur matrice de collagenguteies sont stimulées par certains facteurs
de croissance. La culture est réalisée sur un ostuigp gélatine a 1%, a 37°C en atmosphere
humide contenant 5% de GCLa croissance optimale est obtenue en utilisamilieu de
culture EGM-2MV (Clonetics Cambrex) supplémenté p& de sérum de veau foetal
décomplémenté, 0,4% de hFGF-B (human Fibroblaswérd-actor B), 0,1% de hEGF
(human Epidermal Growth Factor) , 0,1% de VEGF (Vé& Endothelial Growth Factor),
0,1% de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), 0,1%'acide ascorbique, 0,04%
d’hydrocortisone et 0,1% de gentamycine sulfatenplaotéricine B. Le détachement des
cellules hnTERT-HDLEC s’effectue de maniére siméadr celui précédemment décrit pour les
cellules CHO, au moment ou les cellules se trougefi0% de la confluence maximale, en
utilisant une solution de trypsine (0,025%)/EDTAKE»-Invitrogen). Les cellules en culture
sont traitées par une solution d’hygromycine B au2@mL tout les cing passages, pendant

cing jours.

- 1- 1- 3- Coculture verticale des cedlsllCHO et hTERT-HDLEC

Afin de démontrer que la protéine codée par lesteues recombinants est
fonctionnelle et possede une activité inhibitriage Is. croissance des cellules de I'endothélium
des vaisseaux lymphatiques, des expériences déwrecverticale ont été réalisées (Figure M
1). Cette technique est destinée a faire passeprigéines sécrétées par les cellules CHO
productrices des récepteurs circulants dans lemdes cellules lymphatiques, sans qu’il n’y

ait contact entre les deux lignées cellulaires.

96



Les cellules CHO transfectées par le systéeme désgwn pSecTag/FRT/V5-His
TOPCPTA/hVEGFR-3 normalement cultivées dans un miliemportant un antibiotique de
sélection (hygromycine B ; 250 ug/mL), sont placdass le milieu de culture des cellules
hTERT-HDLEC sans ajout d’antibiotique, afin de ¥iér que les cellules CHO transfectées
supportent les conditions de la coculture avec delbules hTERT-HDLEC, sans perte
d’expression du transgéne. Des cellules CHO namsfeatées, ainsi que des cellules CHO

transfectées par le plasmide vide sont utiliséesee témoin.

Les cellules hnTERT-HDLEC sont ensemencées danpldgaes de culture 24 puits a
la densité de 10000 cellules par puits, au tempefTmaintenues dans des conditions de

culture normales pendant 48 heures.

Les cellules CHO transfectées sont ensemencees dsiSnserts de co-culture
(Millicell culture plate insert 0,4 um) a la dersde 5000 cellules par insert, dans 0,5 mL de
milieu de culture. Les inserts sont alors placéscantact des cellules hTERT-HDLEC
ensemenceées 24 heures auparavant dans les puiiagess de culture.

La coculture est réalisée sur une période de 1f.jdie milieu est changeé tous les
trois jours par aspiration. Les cupules de cocelsont remplacées tous les 4 jours par de
nouveaux inserts contenant des cellules CHO tratésfs, a la densité de 5000 cellules par

unité.

Les comptages sont effectués tous les jours. Laalfitér est estimée par le test

d’exclusion au bleu de Trypan a 0,1 %.
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- 1- 1- 4- Courbes de croissance

La croissance des cellules de I'endothélium desseaiux lymphatiques humains
(hTERT-HDLEC) est estimée sur une durée de 15 joues cellules sont initialement
ensemencées a la densité de 10000 cellules pardaris des plaques 24 puits, dans 0,5 mL
de milieu de culture. Le comptage des celluleseffisttué tous les jours selon le protocole
suivant : la cupule de coculture est retiree duspeti le milieu est éliminé. Le tapis cellulaire
est rincé deux fois au moyen d’'une solution de PBS(NaCl 140 mM, KCI 27 mM,
NaoHPO, 8 mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4), puis soumis a I'action d’une swln de trypsine-
EDTA (200 pL/puits) pendant 2 minutes. Les celluliésachées du support sont récupérées
dans du milieu complet qui neutralise I'action detdypsine, puis centrifugées pendant 10
minutes (1500 rpm). Le culot cellulaire est aloesnis en suspension dans du milieu de
culture. Quatre aliquots de 50 pL par puits sodlgwes et mélangés a 50 uL de bleu de
Trypan. La numération est réalisée en utilisant lange de Malassez, le nombre de cellules

par cnf est estimé & 'aide de la formule suivante :

XtxD
N = cédls par crh

Xgt : Nombre de cellules excluant le bleu de Trypatiftes vivantes)
D : Facteur de dilution des cellules dans le bled'd/pan

S : Surface du puits en émPour le cas des puits de plaque 24 puits, celeuv est égale a
1,88
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I- 1- 1- 5- Testd'inhibition de la chintaxie

L'objectif de cette étude est de déterminer danspremier temps la capacité de
migration orientée des cellules endothéliales lyatigines humaines hTERT-HDLEC en
présence d’'une stimulation par des facteurs dessaoce et en direction de ceux-ci. Dans un
deuxieme temps, il s’agit de vérifier si les réegs$ circulants produits par les cellules CHO
modifiées sont susceptibles de contrarier voiremg@écher le déplacement des cellules
hTERT-HDLEC en direction du stimulus. Cette inhiit est basée sur I'interaction entre les
récepteurs circulants hVEGFR-3 et les facteursrdessance introduits dans le milieu. Ces
derniers sont en effet destinés a masquer le fattephique aux récepteurs membranaires

portés par les cellules endothéliales.

Les essais sont basés sur la capacité des calldesluer entre des puits séparés par
une fine paroi d’agarose.

Les systéemes sont congus dans des boites de ciyjper®etri de 60 mm (Figure M2).
Trois cylindres de verre, stérilisés par autoclayapnt disposés verticalement dans chaque
boite. Les cylindres sont distants de 1 mm lesdeass autres. Une solution de PBS 1X est
additionnée de 2% de poudre d’agarose puis porédldition, et finalement mélangée avec
un volume équivalent de milieu de culture le plagidement possible avant refroidissement.
La préparation chaude est alors coulée dans ldesbde Pétri contenant les cylindres de
verre. La polymérisation est obtenue environ 20uteis plus tard. La surface gélifiée est
alors imbibée de PBS1X afin de retirer les cylisdde verre sans rompre les fines parois

d’agarose séparant les puits.

Le puits central est utilisé pour ensemencer ddkilee hTERT-HDLEC (10
cellules/puits). Les puits latéraux recoivent letéar de chimiotaxie dont on veut estimer
I'influence sur le comportement dynamique des tedluendothéliales lymphatiques. Les
récepteurs circulants utilisés sont issus de @dl@HO productrices cultivées pendant quatre
jours dans des cupules de coculture. Les réceptaorgants diffusent a travers la paroi des

cupules et sont récupérés avec le milieu de cufitgea étre utilisé.

Les résultats sont interprétés apres prise de uoeernsée en microscopie inversée et

traitement par analyseur d'image Lucia 5.
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Figure M2 : Principe de I'inhibition du chimiotacti sme.

Le milieu minimum correspond au milieu de cultues dellules hTERT-HDLEC supplémenté
par 3% de SVF. Cet exemple indique la démarcha deide en évidence de la neutralisation
du VEGF-D par les récepteurs circulants. Une statioh de la migration des cellules
lymphatiques par le VEGF-D est dans un premier temnd@alisée (en haut, puits C), avant
d’évaluer I'inhibition du VEGF-D par les récepteursrculants (au centre, puits C). Un
contrle supplémentaire est destiné a confirmer réssiltats en confrontant le caractere
activateur du VEGF-D sur la migration des celluleSERT-HDLEC (en bas, puits A) au
caractere inhibiteur des récepteurs circulants s, puits C). La fleche bleue indique le

déplacement théoriquement attendu dans chaque cas.
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II- 1- 1- 6- Testd'inhibition de la forman des tubules lymphatiques

L'objectif de cette étude est double. Il consiptemierement a vérifier qu’il est
possible d’'induire expérimentalement la formatias dubules lymphatiques. Ces structures
sont les premieres ébauches de l'organisation diésles des endothéliums vasculaires en
micro-vaisseaux. Dans un deuxiéme temps, il sdgitérifier que les récepteurs circulants
hVEGFR-3 congus dans cette étude sont capablesrtlelger la formation de ces structures

pré-vasculaires.

L'induction de la formation des tubules lymphatguest réalisée en cultivant les
cellules de I'endothélium vasculaire lymphatiqueERIT-HDLEC sur une matrice de
collagene en présence de cytokines. La matriceéaitée a partir de collagéne type | (BD
Biosciences, Bedford, USA) extrait de tissus de at mélange (vol/vol) de collagéne (2
mg/mL) avec du milieu de culture est préparé, @uditionné a une solution de gélatine a
0,5%, dans la proportion 10/1. L’addition d’'unestfaible quantité de gélatine est destinée a
améliorer la compacité de la matrice. La solutibteaue est utilisée pour coater le fond de
boites de culture type 6 puits. Les cellules soiseenencées trois heures plus tard a raison de
50000 cellules/mL.

Les surnageants filtrés de cellules CHO produetrides récepteurs circulants sont

utilisés pour réaliser les tests d’inhibition dédemation des tubules.

|- 1- 2- Clonage de la séguence d’intérét

- 1- 2- 1- Extraction des ARN totaux

Cette opération est réalisée a partir de celluteledcémie humaine (HEL), exprimant
fortement VEGFR-3, dans le but de synthétiser ABNc par réaction de rétrotranscription.
L'utilisation de cette technique requiert I'exphtibn du kit « RNeasy Mini Kit® » (Qiagen,
Courtaboeuf, France) dont le principe est basélauixation sélective de I'ARN sur la
membrane (gel de silice) de colonnes de centrifogatLes cellules (3.70a 1.10 par
échantillon) sont lysées dans un tampon dénaturabase d’isothiocyanate de guanidine
(tampon RLT : 600 uL / échantillon) additionné fidercaptoéthanol (1 puL / 100 pL de

tampon de lyse), et I'ensemble est homogénéiséipatages successifs. Le mélange est
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récupéré dans un tube eppendorf et centrifugé (&AM ; 3 min) avant addition d’éthanol a
70% (vol/val).

La suspension est déposée sur colonne et cen&ifd@d00 rpm ; 15 s) avant d’étre
lavée (tampon RW1 : 350 pL), débarrassée des tchd&N génomique (DNase | : 10 pL ;
tampon RDD : 70 uL ; 15 min ; température ambiapta¥ lavée une seconde fois (tampon
RW1 : 350 pL). Les ARN sont finalement traitées>déis par un tampon de lavage sur la
colonne (tampon RPE : 500 pL) avant éliminatiortaige trace d’éthanol par centrifugation
(10000 rpm ; 2 min, puis 13000 rpm ; 1 min).

L’élution est réalisée en déposant sur la colorméedu traitée au DEPC permettant
d’éviter toute dégradation par les RNases évemtmelht contenues dans lI'eau (50 pL par
échantillon), suivi d’une centrifugation (10000 rprh min). L'intégrité des ARN est vérifiee
par électrophorése et les molécules sont doséesmgénode spectrophotométrique (cf
chapitres Il- 1- 4 et 1I- 1- 5).

II- 1- 2- 2- Transcription inverse (RT)

Elle a pour but de transcrire 'ARN messager (ARNem) ADN complémentaire
(ADNc), en utilisant une enzyme: la transcriptaseerse. Cette enzyme utilise les
désoxyribonucléotides triphosphates pour former cingine d’ADN complémentaire a la

chaine d’ARNm servant de matrice.

Comme toutes les ADN polymérases, la transcripiasgerse n'est capable d’ajouter
des nucléotides qu’a I'extrémité 3’ d’'une amorc@dgppariée a la matrice ; comme amorce,
on ajoute au préalable des oligo-dT qui s’hybride@na queue poly-A en 3’ des matrices
d’ARNm. Cette technique est appliquée en utilidast réactifs « Omniscript TM Reverse
Transcriptase » (Qiagen). La rétrotranscriptiorréalisée a partir de 2 pg d’ARN totaux et se
déroule en trois étapes :
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- Hybridation des amorces oligo-dT sur la séqueraigadénylée de 'ARN
matrice.

- Formation et élongation des molécules d’ADN cainptntaires a la
séquence d’ARN.

- Destruction de la matrice d’ARN.

La transcription inverse peut étre effectuée enasmee étape en réalisant le mélange
réactionnel suivant :

- tampon RT 10X :2 UL

- dNTP mix (5 mM chacun) :2 UL

- amorces oligo-dT (10 uM) »1ul

- RNase inhibiteur (10 unités/uL) 1 ul

- transcriptase inverse Omniscript (0,2 unité$/pL :1lul

- eau DEPC stérile :qsp 20 puL
- ARN matrice (1 pg/ulL) ;2 UL

Le mélange est alors soumis a des variations tlelsi destinées a obtenir la
formation des molécules d’ADNc a partir des molésuldARN, au moyen d’'un

thermocycleur de type GeneAfhfPCR System 9700 (Applied Biosystems), et selon la
programmation suivante :
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4 5 min

93°C

1h

37°C

4°C

Température

Figure M3 : Programmation des cycles thermiques paua transcription inverse.

Des contréles ARN -, contenant tous les réacdifs & matrice ARN et RT -, contenant tous
les réactifs sauf la transcriptase inverse, ontiétdus de maniére a vérifier la qualité des

transcriptions.

II- 1- 2- 3- Réaction de polymérisationadraine (PCR)

La réaction de polymérisation en chaine permet gldier spécifiguement et en
guantité trés importante une séquence d’ADN d'&ttéElle permet en outre I'amplification
de 'ADNCc obtenu a l'issue de la réaction de traipgon inverse décrite préalablement. Elle

est basée sur la répétition 30 a 40 fois d’'un cyolestitué de trois étapes :

- Dénaturation, c’est-a-dire séparation des deitiirins d’ADNc issus de

I'appariement des brins sens et antisens obtemas &préaction de transcription inverse.

- Hybridation des amorces spécifiguement sélenBes sur la séquence

d’intérét.
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- Synthése et élongation des brins complémestajréce a l'activité d’'une
enzyme de polymérisation de '’ADN.

Les amorces utilisées pour amplifier la séquenc&ME-3 d'intérét sont :

- amorce sens: 5 CTGGTGAGTGGCTACTCCATGACC 3’

- amorce antisens : 5 TCAATGTGGACTGTGGCGCCCGGAC 3’
Elles permettent I'obtention d’'un fragment de 1(&9

La réaction de polymérisation en chaine est réakseune étape, apres préparation du

mélange réactionnel suivant :

- tampon PCR 10X t4 L
-dNTP (10 mM) 1L

- MgChL (25 mM) -3 uL

- amorce sens (15 pmol/uL) ;1 ul
- amorce antisens (15 pmol/uL) -1l

- enzyme Ampli Tag Gold™ DNA polymerase (5U/uL) 0,25 pL
- eau stérile 1 gsp 40 uL

- ADNc matrice (0,7 pg/pL) t4 pL

La réaction d’amplification est réalisée a l'aideurd thermocycleur de type

GeneAmpJ PCR System 9700 (Applied Biosystems), et selomdgrammation suivante :
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Figure M4 : Programmation des cycles thermiques paula réaction de polymérisation

en chaine.

L’initiation de la dénaturation est étendue a 9 uotes de maniere a ameéliorer la séparation
des doubles brins d’ADN.

ll- 1- 2- 4- Construction du vecteur pSeg/FRT/V5-His TOPGTA/hVEGFR-3

Le vecteur recombinant est obtenu par clonage dsétpence codante d’intérét
VEGFR-3 humaine dans le plasmide pSecTag/FRT/V5HABC (Invitrogen).

Les caractéristiques du plasmide pSecTag/FRT/V5H®T sont présentées dans
la figure M5. Il est a noter que la constructiont esgularisée par deux structures

particulieres :

- une séquence de sécrétion, la séquence sigdgilenurine, destinée a permettre

I'exportation de la protéine d’intérét dans le mulide culture (Colomet al.,1992).
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- le promoteur du cytomégaloviruscyr, permettant d'assurer un fort niveau

d’expression de la séquence d’intérét clonée emadhopromoteur.

A
o ==
- r‘:_I -
@ oc & D
|¢§ ATG |lgk Leader jn g @—ggg V5 epitope f=J extis [Ston)
S

pSecTag/FRT/
V5-His-TOPO"

Figure M5 : Carte du plasmide pSecTag/FRT/V5-His T®O® (Invitrogen).

Les produits obtenus a l'issue de la réaction dgnpérisation en chaine sont utilisés
directement sans étre purifiés pour étre intégréssdle vecteur pSecTag/FRT/V5-His

TOPC, fournit linéarisé. La réaction de clonage eseafiée aussi rapidement que possible
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apres l'extension des fragments de PCR. L'intégnatiles inserts hVEGFR-3 dans les

vecteurs est obtenue en réalisant le mélange oéaeti suivant :

- produit PCR hVEGFR-3 :2 L
- solution tampon (NaCl 1,2 M ; Mg£0,06 M) 1l
- eau stérile :qsp 6 pL
- vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOPGnéarisé c1lpul

L’ensemble est agité doucement et incubé pendantidOtes a température ambiante
(22-23°C). La ligation entre les inserts hVEGFR43les vecteurs pSecTag/FRT/V5-His

TOPQ est alors réalisée avec un rendement estimé 20ee 50%.

Il est a noter que le rendement de la réaction ldeage peut étre ameélioré en
augmentant jusqu’a une durée de 20 minutes le tatipsubation. En cas de difficulté a
obtenir un nombre suffisant de clones, la quamé@é&roduit PCR du mélange réactionnel
peut étre augmentée jusqu’a 4 UL, en prenant ghaaeaintenir le volume total de la réaction
a6 puL.

Le produit de la réaction de clonage est placé tagkce en attendant de pratiquer la

transformation bactérienne.

Il - 1- 3- Amplification du vecteur recombirtan

- 1- 3- 1- Transformation bactérienne

Le vecteur recombinant est introduit dans les bestéen utilisant la technique du
choc thermique. Une partie du produit de la réactle clonage (2uL) est mélangée a une
suspension de bactéries compétertmsherichia coli(50uL) TOP 10 (Invitrogen). Aprés une

incubation de 30 minutes dans la glace, le choortigeie est réalisé en placant le mélange
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réactionnel & 42°C pendant une durée de 30 secoankast d’étre de nouveau placé dans la

glace.

La brusque élévation de température favorise I'duve des pores membranaires des
bactéries au moment ou ['agitation thermique perneet pénétration des vecteurs
recombinants. Le refroidissement soudain du mipeavoque ensuite la contraction de ces
mémes ouvertures et par la-méme la séquestratosydtemes vectoriels dans les bactéries.
Les bactéries transformées sont placées dans 25@epinilieu de culture de type SOC
(Bacto-Tryptone 20 g/L ; extrait bactérie-levurg/k ; NaCl 8,5 mM ; KCI 2,5 mM ; MgGl
10 mM ; glucose 20 mM ; pH 7), puis placées soutathgn rapide (200 rpm) pendant une
heure a 37°C de maniére a initier le processusal#gration des bactéries transformées.

Des prélevements de 100 a 200 pL de ces suspermot&riennes sont ensemences
sur des boites de gélose LB-agar (LB : Bacto-Tnyptd0 g/L ; extrait bactérie-levure 5g/L ;
NaCl 170 mM; pH 7) contenant de lI'ampicilline (1Q0y/mL) (Q-Biogen) destiné a
sélectionner les bactéries recombinantes possédi@ams la séquence de leur nouveau

patrimoine génétique le gene de résistance a tibiaimue.

La culture des colonies bactériennes sélectionsédfiectue dans un incubateur a
37°C pendant 12 heures.

II- 1- 3- 2- Amplification et extraction diecteur recombinant

I- 1- 3- 2-1- Minipréparations

Le but de cette étape est de vérifier I'intégritépitoduit de la ligation. A la suite de
I'ensemencement de la suspension bactérienne suaies de Petri et aprés une incubation
de 12 heures a 37°C, des clones bactériens saléveloppés a la surface des boites. Des
colonies isolées sont prélevées sur l'agarose pngemencées dans 5mL de milieu LB
contenant une solution d’ampicilline (100 pg/mLEhacun des clones ainsi isolé est alors
placé a l'incubation a 37°C pendant 12 heures sgjiigtion, c’'est-a-dire jusqu’a la phase

exponentielle de croissance des bactéries. Chathan#lon est utilisé pour constituer un
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souchier, obtenu en mélangeant stérilement 700qusudpension bactérienne et 300 pL de
glycérol. Les souchiers sont consignés a -80°C.

Le reste de chaque suspension bactérienne esifug@tf700 g ; 10 min ; 4°C), puis
soumis au protocole du kit «high pure plasmid asoh kit » (Roche), afin d’obtenir

I'extraction et la purification de I'’ADN plasmidigu

La vérification de I'orientation sens ou antisemrs decteurs purifiés est réalisée par
utilisation d’enzymes de restriction spécifiguemehbisies. Une digestion du plasmide est
effectuée par I'enzym@vull ayant un site de coupure unique dans l'insederix sites de
coupure dans le plasmide, pour générer des fragmdat tailles caractéristigues de
I'orientation de l'insert. La taille des fragmertistenus est de 827, 1804 et 3643 pb si I'insert
est intégré dans l'orientation « sens » ou de 10804 et 3448 pb si I'insert est intégré dans

I'orientation « antisens ».

La migration des produits issus des digestions raatigues est effectuée sur gel
d’agarose a 0,8%.

- 1- 3- 2-2- Maxipréparations

Cette étape est destinée a obtenir la productionedgquantité importante de vecteurs
recombinants a partir de la construction d’origidle consiste a mettre en culture une
quantité déterminée (150 pL) du plasmide d’intér&artir du souchier dans 500 mL de
milieu LB en présence d’ampicilline (100 pg/mL). kaspension est incubée pendant 12
heures a 37°C sous agitation afin d’obtenir la iplitation des clones bactériens et par

conséquent des vecteurs recombinants.

La suspension bactérienne obtenue est alorsersdién le protocole du kit « Qiafilter

endofree » (Qiagen). Il permet I'élimination desletoxines présentes dans les échantillons.

Les endotoxines sont des constituants des membitzwsariennes susceptibles de
réduire l'efficacité de la transfection, ou encafentrainer une activation du systéme du

complément chez I'animal.
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L’intégrité des vecteurs recombinants amplifiépuifies est vérifiée dans un premier
temps par digestions enzymatiques (cf chapitrd-I3- 2- 1) puis par séquencage (Genome
Express, Grenoble, France).

Il - 1- 4- Dosage des acides nucléiques pactspphotométrie

La quantité d’acide nucléiqgue exprimée en ng/uLsdén suspension biologique

obtenue apres purification est déterminée seldéorfaule :

A(260) xe x Vt

C= (ng/uL)
Ve

A(260) : absorbance mesurée a 260 nm
Vt : volume total en pL
Ve : volume de I'échantillon d’acides nucléiquesuatifié en pL

¢ . coefficient d’extinction molaire en pg/mL

Le coefficient d’extinction molaire est spécifigde chaque type d’acide nucléique. Sa
valeur est égale a 33 pour les ADN monocaténagiesest de 50 pour les ADN bicaténaires
et de 40 dans le cas des ARN.

La pureté de la suspension d’acides nucléique stshée par le calcul du rapport
A(260)/A(280). Ce rapport doit étre supérieur afdo8r les ADN et a 2 dans le cas des ARN.
Par ailleurs, la valeur de I'absorbance a 280 nmmped’avoir une estimation de la quantité

de protéines présentes dans I'échantillon.
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Il - 1- 5- Electrophorése en gel d’agarose

Les acides nucléiques sont dilués dans un tampdranéion 6X (bleu de
bromophénol 2,5 mg/mL ; glycérol 60% ; eau distijlépuis séparés au moyen d'une
électrophorese en gel d’agarose dans un tampon (TAE 50X : Tris-HCI| 0,5 M ; acide
acétique 50 mM ; EDTA 50 mM ; pH 7,4) ou TBE (TBK 5Tris-borate 89 mM ; acide
boriqgue 89 mM ; EDTA 2 mM ; pH 7,4) en présencebdemure d’éthidium (bET) a 0,5
png/mL.

Le bET est un agent intercalant qui s'insinue elgsebases des acides nucléiques et

permet leur visualisation lors de leur irradiatpar des rayonnements ultraviolets.

La concentration des gels d’agarose utilisés peuer de 0,8% dans le cas de la
détection de fragments dont la taille est compeisee 500 et 2000 nucléotides jusqu’'a 2%
dans le cas des fragments de taille inférieure.

[ - 1- 6- Transfection des cellules

II- 1- 6- 1- Technique de transfection [aalipofectamine

La technique de transfection des cellules en atitia lipofectamine permet d’obtenir
la pénétration des séquences d’acide nucléiquaéddindans les cellules cibles avec une
grande efficacité. Elle présente l'avantage de p#mn la transfection des cellules

simplement, directement dans leur milieu de culture

La veille de la transfection, les cellules CHO dartes dans une solution de PBS 1X,
traitées par la trypsine-EDTA pour étre récupémds ensemencées sans antibiotique dans
une plaque 6 puits. La densité d’ensemencemermiakstiée de telle sorte que les cellules se
trouvent étre entre 90 et 95% de la confluence mabe au moment de la transfection Y10
cellules/mL). Les meilleurs résultats de non tdeicid'efficacité de pénétration et
d’expression du transgéene ont été obtenus dansooefitions. La présence d’antibiotique au

moment de la transfection est susceptible d’ergrdenmort de nombreuses cellules.
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Une quantité de 4 ug d’ADN a transfecter est mé@ardglicatement dans 250 pL de
milieu de culture sans sérum. De la méme manidrg)ll de lipofectamine sont mélangés
doucement a 250 pL de milieu sans sérum. Les despessions sont incubées a température
ambiante pendant 5 minutes, a la suite de qualdes meélanges sont réunis, homogénéisés
délicatement puis laissés pendant 20 minutes a é@anpe ambiante. Les complexes
lipofectamine-ADN se constituent alors, ce qui pentrainer I'opacification de la suspension.

Un volume de 100uL est prélevé a partir de cetrétdlum et déposé goutte a goutte

dans chaque puits de culture cellulaire, avante&parti de maniere homogene.

Les cellules traitées sont placées a I'incubati@@ & en atmosphére humide avec 5%
de CQ pendant 24 heures. Les cellules transfectéesadors décollées de leur support et

ensemencées au 1ff®dans des nouveaux puits. La sélection est irdékeures plus tard.

II- 1- 6- 2- Préparation des cellules CHO

Les cellules CHO sont caractérisées par leur cpde forte expression protéique.
Elles sont donc destinées a permettre d’obtenprémluction de quantités importantes, du
moins suffisantes, de protéines recombinantes. ritizme, ces cellules ne sont pas capables
d’accepter directement une intégration de la ségpuatiintérét. Il est nécessaire de les
modifier une premiere fois par lintroduction d'uplasmide nommé pFRIBcZeo2

(Invitrogen) (Figure M6).

114



Figure M6 : Carte du plasmide pFRT/lacZeo2 (Invitrogen).

Ce plasmide, présenté dans le figure 21, permetretielre les cellules CHO
compétentes pour intégrer ultérieurement la ségqudn¢éEGFR-3 associée au plasmide
pSecTag/FRT/V5-His TOPDselon les caractéristiques du systéme Flp-In tfiogén). Ce
procédé permet d’'une part d'insérer une séquengigu avec précision et d’autre part de

géneérer des lignées cellulaires d’expression exdnéemt stables.

Pour cela, un site FRT (FIp Recombination Targei)éaintroduit dans la séquence du
plasmide en amont immédiat du codon d'initiationrdaniere a favoriser la fixation et le
clivage du vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOH®/hVEGFR-3 en vue de la recombinaison
génétique (Figure M9).

Ces modifications des caractéristiques génomigase<dilules CHO s’accompagnent
de l'acquisition du gene de résistance a la zéquenmettant de détecter et de sélectionner les
cellules recombinées nommées CHO/pFRT.
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II- 1- 6- 3- Cytotoxicité de la zéocine $es cellules CHO

La zéocine est un antibiotique de la famille bléomg/phléomycine utilisé en tant
gu’'agent de sélection des cellules de mammiferass@tet al., 1988). Sa toxicité est tres
importante du fait notamment de la présence d'arcigvreux au sein de la molécule (Figure
M7).
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Figure M7 : Structure moléculaire de la zéocine (Imitrogen).

Le geneSh ble(Streptoalloteichus hindustantéomycine)qui induit la résistance a
la zéocine code une protéine de 13,7 kDa qui sdix la zéocine et inhibe son activité de
clivage de 'ADN (Drocourtt al.,1990 ; Calmelet al.,1991).
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II- 1- 6- 4- Co-transfection avec le pladspOG44

Les cellules CHO/pFRT sont transfectées par le ewectpSecTag/FRT/V5-His
TOPOPTA/hVEGFR-3 en présence du plasmide pOG44 (Figu, Idelon la technique & la

lipofectamine (proportions 50/50).

Figure M8 : Carte du plasmide pOG44 (Invitrogen).

Le plasmide pOG44 contient la séquence d’une recwsb dont I'expression assure
la recombinaison génétique entre le vecteur pSEERAYV5-His TOPGTA/hVEGFR-3 et
les sites FRT. Cette recombinaison est conservaivies potentialités d’introduction de
mutations ponctuelles au niveau du site de recaadmn sont négligeables (Cragg al.,
1984).
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Figure M9 : Production des récepteurs circulants VESFR-3 par le systéme Flp-In.
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II- 1- 6- 5- Sélection des clones celldair

Les cellules CHO transfectées par les plasmides TpFRuis pOG44 et
pSecTag/FRT/V5-His TOPTTA/VEGFR-3 et composées de populations hétérogésmes,
ensemencées a raison de 1000 a 2000 cellules fiar dm culture cellulaire 100 mm en
présence de milieu de culture complet et d’'un #otidue de sélection, 'lhygromycine B (250

png/mL). Le milieu est renouvelé tous les deux jours

Les clones résistants a I'action de I'antibiotiglee sélection sont repérés au moyen
d’un objectif de marquage a encre adapté au miopeset I'évolution des clones marqués est
contrdlée tous les jours par observation microspogpi Environ dix a douze jours suivant
'ensemencement, des clones résistants formenames cellulaires de quelques dizaines de
cellules. L'isolement est réalisé a I'aide de leht@que dite des cylindres creux. Les cellules
sont lavées par une solution de PBS 1X et un cicdeux aseptisé, stabilisé a sa base par de

la vaseline stérile, est appliqué autour de chatpree marqueé.

Une solution de trypsine-EDTA (20 pL) est déposémt&rieur de chaque cylindre et
les boites de culture sont placées a l'incubatiendant 10 minutes a 37°C. Au terme de
'incubation, chaque clone est récupéré par agpirata la pipette et ensemencé
individuellement en plaque de culture 24 puits,tenant 2 mL de milieu complet et de
I’'hygromycine B (250 pg/mL). Lorsque la confluerest atteinte, les clones sont récupéreés et
mis en culture en boites de Pétri 100 mm pour dbtkrs quantités suffisantes pour I'analyse

et la mise en réserve.

Il - 1- 7- Analyse de I'expression des récapecirculants hVEGFR-3

II- 1- 7- 1- Extraction des protéines

Les cellules CHO transfectées par le systeme désgwn sont récupérées par
trypsination puis centrifugées (1500 rpm ; 10 mi#iC). Les culots cellulaires sont remis en
suspension dans un tampon de lyse RIPA (HEPES 5@hM7,5 ; deoxycholate 1% ;
nonidet P40 1% ; SDS 0,1% ; NaCl 150 mM ; apro@r@® pg/mL) & raison de 100 pL/10
cellules, additionné de Complete (40 uL/mL). Lesatg sont incubés pendant 10 minutes

dans la glace, puis soniqués 3 fois pendant 15ndesoau froid, avant d’étre centrifugés

119



(5000 g ; 10 min; 4°C). Les concentrations de éinats cellulaires sont déterminées en

utilisant la méthode colorimétrique de Lowry (Lovatyal.,1951).

- 1-7- 2- Western blot

II- 1-7- 2- 1- Migration des protéineélectrophorese sur gel SDS-PAGE

Un volume d’échantillon correspondant a 100 pg dsténes est mélangé a un
volume équivalent de tampon échantillon 2X (Tristf8 M pH 6,8 ; SDS 4,5% ; glycérol
4,5% ; bleu de bromophénol 2 mM), additionnépamercaptoéthanol (0,6 M). La solution

protéique est alors dénaturée par chauffage aunhaiie a 100°C pendant 5 minutes.

La migration et la séparation des protéines somttiquées au moyen d'une
électrophorése de type SDS-PAGE (Sodium-Dodecyhf&iPolyacrylamide Gel) dans un
gel a gradient de 4-15%. La migration est fait€@ hA pendant 1 heure dans du tampon de
migration 1 X (Tris 25 mM ; glycine 192 mM ; eauypdS00 mL).

- 1- 7- 2- 2-Transfert sur membraneniteocellulose

Il s’agit de réaliser le transfert des protéingsaétir du gel d’électrophorése sur une
membrane de nitrocellulose (Amersham, Orsay, Fdangar application d'une tension
électrigue faible sur les deux supports en con&ctprésence d’'un tampon électrolytique
approprié (Tris 50 mM ; glycine 383,5 mM ; métha8l% ; SDS 0,1% ; pH 8,1-8,5). La
membrane de nitrocellulose constitue, en effet, hase adéquate en vue de la révélation des

protéines au moyen d’anticorps spécifiques.

La membrane de nitrocellulose, préalablement péparar une immersion de 20
minutes dans du tampon de transfert, est mise atactodu gel d’électrophorese entre deux
feuilles de papier Whatman imbibées avec le mémmpda, le tout étant disposé dans une
cuve de transfert. La tension appliquée est dedd @& température ambiante pendant une

durée d’'une heure.
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I- 1-7- 2- 3- Incubation avec les aotjs

Lorsque les protéines ont été transférées surrleuveau support, la membrane de
nitrocellulose est lavée deux fois dans un baitadgon TBS 1X (NaCl 150 mM ; Tris-base

50 mM ; eau ; pH 7,5) pendant 10 minutes a températmbiante et sous agitation.

La membrane est alors incubée pendant une heuseagitation dans un tampon de
blocage (TBS 1X ; Tween-20 0,05% ; lait écremeé d&stiné a saturer les sites de liaison non
spécifiqgues des protéines, et ainsi obtenir undlenet spécificité de reconnaissance entre

I'anticorps primaire et la protéine d’intérét.

La membrane est lavée avant d’étre incubée per@lhpures a 4°C avec I'anticorps
primaire anti-VEGFR-3 humain (AF 349 anti-human H&G3 specific goat 1g-G) (R&D
systems). Cet anticorps produit chez la chevregitifigue de la région extracellulaire de la
protéine. L'anticorps est utilisé a la dilution @68 dans du tampon de blocage.

Une seconde série de lavages est réalisée damsngornn TBS 1X/Tween-20 (0,1%)
avant une incubation de 1h30 sous agitation a teatyp@ ambiante avec l'anticorps
secondaire (P 0449 polyclonal rabbit anti-goat I1¢#BP) (DakoCytomation). Il s’agit d’'un
anticorps polyclonal de lapin anti Ig-G couplé a péroxydase HRP (« horseradish

peroxidase »). Il est utilisé & la dilution 1/2880ans du tampon de blocage.

La membrane est lavée une derniere fois dans 6 lmiocessifs de tampon TBS

1X/Tween-20 (0,1%) avant d’étre révélée.
II- 1-7- 2- 4- Réaction de chimiolumstence

La membrane est incubée pendant 1 minute soustiagitinte dans un mélange
volume/volume des réactifs du kit de détection @ dhimioluminescence ECY
(Amersham). Apres avoir été séchée sur du papisorbhnt pendant quelgues minutes, la
membrane est exposée au contact d'un film radibdgmape (Amersham) selon des durées
variables allant de 1 minute & 30 minutes, de talée d’obtenir l'intensité de signal la plus

convenable.
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La révélation des films radiographiques impressésnast effectuée en utilisant un
développeur automatique (Kodak Diagnostic Imagipmcesseur RP X-OMAT modeéle
M6B).

Il - 1- 8- RT-PCR quantitative

II- 1- 8- 1- Lignées cellulaires

Dix sept lignées cellulaires, tumorales ou non, été incluses dans I'étude de

I'expression des ARNm :
- lignées de mélanome (M1Dor, M4Beu, M3Dau et T)P26
- cellules sanguines normales (lymphocytes T) owtales (Jurkat, HEL, et Molt4).

- adénocarcinome de colon, primaire (HT29-CI19A,DwWiSW480) ou de nodule
lymphatique (SW620, issue du méme patient que\l¢48D, un an plus tard).

- lignées cancéreuses d'origines diverses (newttee : SHSY5Y ; carcinome
pulmonaire : A549 ; ostéosarcome : MNNG/HOS, adarmoome mammaire : MDA-MB-

231 ; carcinome de vessie : T24).

Les cellules sont cultivées en milieu RPMI 1640485SHSYS5Y, T24, Molt4, Jurkat,
HEL), DMEM (MDA-MB-231, HT29-CI19A), Leibovitz-15 $W480, SW620), McCoy 5A
modifié (M1Dor, M4Beu, M3Dau, T1P26) et MEM (MNNGO$E, WiDr). Tous les milieux
utilisés (Gibco-Invitrogen) contiennent 10% de SYHv) et 2 mM glutamine (Gibco-
Invitrogen). Pour la culture des cellules WiDr, IPacides aminés non essentiels (v/v) est

ajouté au milieu.

II- 1- 8- 2- Transcription inverse

L'utilisation de la technique de transcription inse au cours des expérimentations de
RT-PCR quantitative est basé sur les mémes princigte applications que pour les
expériences de RT-PCR non-quantitative décritsgui@mment. Deux types de contrbles ont

été utilisés :
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- un contréle RT-, pour chaque ARN extrait, contertaus les réactifs sauf
la transcriptase inverse.

- un contrdle ARN- contenant tous les réactifs npais de matrice ARN.

II- 1- 8- 3- PCR quantitative en temps #eNVEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 et GGPDH

Le principe de la PCR quantitative en temps réésée ici repose sur l'incorporation
d’un fluorochrome, le SybrGreen (SG), dans le pstlon de 'ADN double brin. Apres
I'étape d’élongation de chaque cycle de PCR, ldiLi@ycler (Version 3.5, Roche) effectue
une mesure de la fluorescence émise par le SylmGneerporé dans I’ADN double brin.
L’augmentation de la fluorescence est donc direetegntorrélée avec la quantité d’ADN
synthétise et elle est visualisée en temps réalisumoniteur. Le point d’intersection entre la
tangente au point d'inflexion maximum (seconde @i maximum) de la courbe de
fluorescence et la ligne de base est appelé «ogosgoint» ou Cp. Le Cp est
automatiquement calculé par le logiciel pour chagabantillon. Pour chaque gene, des
gammes étalons d’amplification sont réalisées skiidiquent le nombre de cycles de PCR au
moment du début de I'amplification en fonction @ doncentration de I’ADNc. Le taux
d’ADNCc, donc d’ARNm cible, de chaque échantillon essuite calculé en fonction du Cp au
moment du début de I'amplification, par report sugamme étalon (logiciel de quantification
relative, Roche).

La spécificité de chaque amplification est conggbé&r une courbe de fusion a la fin
de chaque PCR : 'ADN double brin est dénaturé lgagement jusqu’a ce que sa température
de fusion caractéristique soit atteinte. Le SybeBreest alors relargué dans le milieu
réactionnel, ce qui se caractérise par une brushuie de fluorescence sur le moniteur. La
dérivée premiéere de la fluorescence permet d’obtemipic unique, garant de la spécificité
d’amplification et de I'absence de contamination.

Les amorces sens et antisens sont systématiquaineisies sur 2 exons différents
afin d’éviter les faux positifs qui pourraient résu de I'amplification d’ADN génomique
contaminant (Amplify 1.2 et serveur BLASTn de lasbade données NCBI ; http://www.
ncbi.nim.nih.gov/). La séquence et la localisaties amorces utilisées pour la mesure du taux
d’expression des ARNm de VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-8saique du géne de ménage

G6PDH sont les suivantes :
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Gene et numéro Amorces sens (s) et antisens (as) Position
d’accession
VEGF-C (s) 5 CACGAGCTACCTCAGCAAGA 3’ Exon 3
(NM_005429) (as) 5 GCTGCCTGACACTGTGGTA 3’ Exons 4-5
VEGF-D (s) 5 CCTGAAGAAGATCGCTGTTC 3 Exons 4-5
(NM_004469) (as) 5 GAGAGCTGGTTCCTGGAGAT 3 Exon 6
VEGFR-3 (s) 5 CCTGAAGAAGATCGCTGTTC 3 Exons 10-11
(NM_02020) (as) 5 GAGAGCTGGTTCCTGGAGAT 3 Exon 12
G6PDH (s) 5 TGGAGAATGAGAGGTGGGATG 3’ Exon 8
(NM_000402) (as) 5 GAGCTTCACGTTCTTGTATCTGT 3’| Exons 9-10

L’amplification PCR des ADNCc issus de la transdaptinverse est effectuée en
utilisant le kit du fournisseur au moyen d’un theaycleur LightCycler (Version 3.5, Roche).
Chacun des produits de la transcription inverseugsé pour 4 amplifications différentes,
avec les amorces spécifiques des genes VEGF-C, MEGEGFR-3 ou G6PDH. Les taux
d’ARNm de VEGF-C, VEGF-D et VEGFR-3 sont exprimésis forme de ratios normalisés
(VEGF-C ou VEGF-D ou VEGFR-3 ARNmM/G6PDH ARNmM) eniténrelative arbitraire
(U.R.A).

Les réactifs suivants sont mélangés dans des aagill(volume final 20 uL) :
- 2 UL de produit de transcription inverse pur dueden série (1/10, 1/100,
1/1000 et 1/20000)
- MgCl,3 mM (G6PDH) ou 4 mM (VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3)
-2 uL de mix fourni dans le kit “Fast Start SYBR @mnd” (Roche)
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- amorces sens et antisens 0,3 uM (G6PDH) ou 0,5VBGF-C, VEGF-D,

VEGFR-3).

Les programmes de PCR sont les suivants:

Parameétre

Valeurs

Dénaturation initiale

Nombre de cycles

Temperature (°C)

95(VEGF-C, VEGF-D)
ou
96 (VEGFR-3) ou

98 (G6PDH)
Temps d'incubation (s) | 480
Amplification
Nombre de cycles 50
Température (°C) Segment 1 Segment 2 Segment 3
95 (VEGF-C, VEGF-D)| 60 (VEGFR-3, G6PDH) 72

Temps d'incubation (s)

ou 96 (VEGFR-3) ou
98 (G6PDH)

10

ou
62 (VEGF-C, VEGF-D)

4 (VEGF-D) ou
5 (VEGF-C, VEGFR-3)
ou 6 (G6PDH)

7 (VEGF-D) ou
8 (VEGF-C, VEGFR-3)
ou 11 (G6PDH)
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Courbe de fusion

Nombre de cycles 1

Température (°C) Segment 1 Segment 2 Segment 3
95(VEGF-C,VEGF-D) | 65 (VEGFR-3, G6PDH) 95(VEGF-C, VEGF-D)
ou ou ou
96 (VEGFR-3) ou 67 (VEGF-C,VEGF-D) | 96 (VEGFR-3) ou
98 (G6PDH) 98 (G6PDH)

Temps d’incubation (s) | 10 30 0

Il- 1- 9- Imagerie médicale

L'utilisation de la technique d’'imagerie médicalar pymphoscintigraphie est destinée
a réaliser la localisation du ganglion sentineppeemier relais en cas de dissémination
métastatique par voie lymphatique. Le repéragepri@évement puis l'analyse histo-
pathologiqgue du ganglion sentinelle ont été étudibez le rat sain ou tumoral. Ces
expérimentations sont destinées a disposer d'umbnigue permettant d’estimer la

potentialité de dissémination métastatique paola lymphatique des tumeurs solides.

II- 1- 9- 1- Principe de la lymphoscintighae au technétium radioactif

Le sulfure de rhénium colloidal et de technétiutird] utilisé au cours de ces
expérimentations est un colloide métallique domtlptation est réalisée au niveau du premier
groupe ganglionnaire. Cependant, le colloide estégé par une couche gélatineuse qui
permet une diffusion au-dela de ce premier groupe.

Il s’agit d’'un marqueur spécifiguement appropria @ise en évidence des vaisseaux

et des ganglions lymphatiques. Les mesures d’&etad niveau des ganglions lymphatiques
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montre que 3,06 % + 0,10 % de I'activité administsént fixés a la premiéere heure et 3,83 %

+ 0,16 % a la troisieme heure.

Au cours des 4 premieres heures aprés l'adminmtratle passage dans le

compartiment vasculaire sanguin est négligeable.

Les données expérimentales indiquent que le prasti€liminé par voie urinaire et

hépatique.

II- 1- 9- 2- Visualisation du ganglion sieetle

Chaque rat est anesthésié au moyen d'un mélanggeoejisoflurane a 3%, puis
recoit 'administration par injection intradermiqueu niveau de I'extrémité des membres de
100 pL de Nanocf(CIS bio international, Gif sur Yvette, France) respondant & une dose
de 18.5 MBq (500 uCi). L’'absorption du colloide s capillaires lymphatique débute des
les premiéres minutes aprés l'injection et le pegngroupe ganglionnaire est parfaitement

identifiable un heure plus tard.

L’acquisition des images est effectuée sous came@ntigraphie, puis I'excision de
la piece marquée est pratiquée. Le repérage dmkade fixation de la radioactivité est guidé
par utilisation d’'une sonde type Europrobe (Eurpkéidnne). Une vérification sur le rat de la
présence ou de I'absence de la zone de fixatiaoaetive au niveau du ganglion sentinelle
est réalisée sous cameéra, et la piece est consganseune solution de PBS 1X pendant 24

heures avant d’étre analysée par examen anatorholpgique.
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Il - 2 - Résultats

L’'objectif de notre travail a essentiellement cstéia concevoir des recepteurs
circulants reproduisant la structure de ligationreerle récepteur VEGFR-3 humain et les
facteurs de croissances activant la lymphangiogepeésdant le développement tumoral, puis

a évaluer leur efficaciti vitro.

La premiere étape a consisté a déterminer la séquprotéique susceptible de
permettre la fixation entre le récepteur circulahson ligand (VEGF-C ou VEGF-D), et a
cloner la séquence codante correspondante, a plartyene VEGFR-3 humain, dans un

vecteur d’expression plasmidique.

La syntheése et la sécrétion des protéines recomigimaont ensuite été réalisées en
introduisant par transfection le systeme d’expmssiectoriel dans des cellules mammiferes

productrices.

La derniere partie de I'étude a consisté a évdiueapacité des récepteurs circulants a
interagir avec les facteurs de croissance activatdu processus lymphangiogénique, ainsi
gu’a inhiber la croissance de cellules humainebetielothélium des vaisseaux lymphatiques,
puis a vérifier que ces protéines recombinanteserétasusceptibles de contrarier le
déplacement orienté de ces cellules et d’empécherfofmation des microvaisseaux

lymphatiques.

Il - 2- 1- Elaboration de la séquence d'intéréEGFR-3

II- 2- 1- 1- Détermination de la séquenodante d'intérét

Le récepteur humain au VEGFR-3 se lie aux dimeee¥E@GF-C ou -D (Figure R1
A). Cette fixation se réalise au niveau des tr@miers des sept domaines extracellulaires de
la protéine (Figure R1 B). La conception des rémaqst circulants destinés a bloquer le

VEGF-C ou -D avant sa fixation sur le récepteur toemaire est basée sur la reconstitution
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d’'une protéine formée par les trois domaines d'attion avec ces facteurs de croissance
(Figure R1 C).

Ig |
Igll
Ig
Ig IV
SS
Ig VI
Ig VI
™

TK

Kl

TK 1

Figure R1: Structure du récepteur humain au VEGFR3 et du site de liaison aux

facteurs de croissance VEGF-C ou -D.

Le récepteur VEGFR-3 (en bleu) est composé de dizmaines tyrosine kinase (TK) séparés
par une courte séquence d’insertion (KI) et de shphaines extracellulaires dont les trois
derniers sont spécifiguement responsables de ligoliaavec les facteurs de croissance
VEGF-C ou VEGF-D (en rouge).
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Figure R2 : Séquence des acides aminés correspontanx différents domaines de la protéine
humaine VEGFR-3.

Le récepteur VEGFR-3 est formé par une successerl4l2 acides aminés. Les domaines
extracellulaires Ig 1, Ig Il et Ig Il sont suffisdis pour permettre la liaison avec les facteurs de
croissance. Les acides aminés notés en clair reptéat la séquence protéique des récepteurs

circulants.
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La séquence codante du récepteur humain VEGFR-3casstituée par 4416
nucléotides. Ceux-ci correspondent a un assemhdéggrminé et connu de 1472 acides
aminés dont la séquence est référencée ci-desgusgMR2). Les séquences des différents
domaines de la protéine ont quant a eux été déduitapportés a partir des connaissances

actuelles (Aprelikovat al.,1992).

La partie signalée en clair correspond a la séquemc acides aminés choisie et
destinée a étre reproduite pour concevoir les téoep circulants. Elle correspond a la
reconstitution des trois domaines extracellulaieesiinaux Ig I, Ig Il et Ig lll, flanquée d’'une

partie de chacun des domaines voisins.

Les récepteurs circulants sont formés par 363 a@denés (en clair sur la Figure R2)

codés par une suite connue de 1089 paires de bases.

- 2- 1- 2- Synthése par réaction RT-PCR

Différents types de cellules d’origine humaines été testées afin d’y déceler une
expression suffisante du récepteur VEGFR-3. Ldsileslde leucémie humaine HEL ont été
retenues pour étre la source de récupération déeriglagjeénétique destiné a servir de support

matriciel afin de synthétiser la séquence nuclépiel des récepteurs circulants.

Apres extraction des ARN totaux, veérification dentégrité des molécules et
transcription inverse, I'’ADNCc issu des cellules HE&t utilisé comme matrice pour obtenir

aprés PCR les fragments de 1089 paires de basastdadraction protéique d’intérét :
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92 pb

puits 1 : marqueur de poids moléculaire 100 pb

puits 2 : produit PCR hVEGFR-3 scindé par I'enzyaeeaestrictiorPstl

puits 3 : produit PCR hVEGFR-3

Figure R3 : Electrophorése des fragments hVEGFR-3lienus aprés RT-PCR a partir
des ARNm de cellules HEL.

La digestion du fragment d’intérét par I'enzyme réstriction Pst 1 (puits 2) confirme la
nature de la séquence amplifiée (puits 1) en libéteois fragments de 92, 463 et 534 paires

de bases.
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Les produits issus de la PCR réalisée a partitARRN des cellules humaines HEL ont
une taille estimée a 1089 pb conforme a celle eptéem(Figure R3 puits 3). Une vérification

est cependant effectuée en utilisant 'enzyme sigicdon Pstl.

Considérant la carte de restriction de la séqueadante du VEGFR-3 humain, il est
connu que la digestion enzymatique patl est théoriquement a l'origine de la partition du

fragment initial en trois fragments de 534, 4692pb respectivement.

L’électrophorése sur gel d’agarose a 1% confirnseestimations.

Il - 2- 2- Clonage

- 2- 2- 1- |Introduction de la séquenceH®FR-3 d’intérét dans le vecteur
pSecTag/FRT/V5-His TOPTTA

Les produits hVEGFR-3 de 1089 pb générés par mradie polymérisation en chaine
sont immédiatement intégrés par réaction de clonkge le vecteur pSecTag/FRT/V5-His
TOPO®TA pour obtenir la construction ci-dessus (iFégR4).
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T7 | ATG lg K Leader hVEGFR-3 stop V5 6xHjs
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pSecTag/FRT/V5-His-

hygromycine
TOPO®/hVEGFR3 ygromy

6274 pb

ampicilline SV40 pA

pUC ori

Figure R4 : Vecteur d’expression pSecTag/FRT/V5-HiFOPO®TA aprés intégration de

la séquence codante hVEGFR-3 d'intérét.

L'insert correspondant a la séquence codante degpiurs circulants est placé sous la
dépendance d'un promoteur fort (Pcmv), immédiaten@am amont d’'une séquence de

sécrétion de la protéine recombinante (IgK Leader).

- 2- 2- 2- Vérification par digestionsamatiques

A l'issue du clonage de la séquence hVEGFR-3 dangdteur pSecTag/FRT/V5-His
TOPCPTA, I'ADN plasmidique est extrait des colonies Hbainnes ayant servi a
I'amplification, puis analysé par digestion enzyiga¢. Les résultats sont rapportés dans la
Figure R5. lls montrent I'existence de clones bé@eté non recombinants (exemple : puits 2),
de clones recombinants avec la séquence d’intarét kbrientation antisens (exemple : puits

3) et de clones recombinants avec la séquencd’daeatation sens (exemple : puits 1).
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PM i 3 4 o) 6 78 G0 A e A 2RV

Clone 1 : sens

Clone 3 : antisens

1022 ph
827 pb

PM 13204 Fiab e a1l 8o B R PP s A PM

Clone 14 : antisens

Clones 19 et 22 : sens
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1022 ph
827 pb : - . —

PM 250 i ABsae il 2820 e 30 3l il 8 84 351 36 PM

Clones 29, 33 et 36 : sens

Clone 31 : antisens

PM 37 38 39 40 41 42 43 4Mb 46 47 48 PM

Clone 43 : antisens

Figure R5 : Vérification du clonage de hVEGFR-3 pardigestion enzymatiquePvull.

136



II- 2- 2- 3- Vérification par séquencage

Les digestions par lI'enzyme de restrictid?vu Il permettent de préjuger de
I'intégration et de [l'orientation des inserts hVE&B dans le vecteur d’expression
pSecTag/FRT/V5-His TOPTTA. Elles ne permettent en aucun cas d'affirmemumiére

rigoureuse que la séquence recombinée correspéns@ment a la séquence théorique.

Cette incertitude est levée grace a l'utilisatiam ld technique de séquencage qui

permet d’identifier la succession des nucléotidissda zone restructurée.

Apres le séquencage d'un premier clone aux alignesnénparfaits (clone 1),
I'identité du vecteur recombinant correspondantchane 19 (Figure R5) et dont l'insert
semble étre correctement orienté est soumis a gueséage dans les orientations sens
(amorces T7) et antisens (amorces Bgh). Le résdliaséquencage est présenté dans les
figures R6 et R7.

Il permet de constater en outre que la séquencemeorte aucune erreur par rapport
a la séquence décrite par Aprelikova (Aprelikataal., 1992). Le cadre de lecture de la
construction est intact et la fusion entre la ségaesignal de I'lgKk murine et I'épitope V5,
flanquant de part et d’autre l'insert hVEGFR-3t@ &ncrétisée sans anomalie.
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10 20 3o 40 50 60
sequence clone 19— acacTcoTeoTATEEETACTEEIGETCTGGET TCCAGGTTCCACTGGTGACGCGGECCTAG

-
"
o
"
o
-
p
.-
"
"
.
e

x t2ee
n n e——>p hChCTCCTGCTRTGGGT&S?GCTuu;h¢uuvx; GGTTCCACTGGTGACGCGGLCCAG
Seque ce ba qu 920 930 940 950 960 970

To 80 90 100 110 120
CCGGCCAGGCGCGCGCGCCGTACGAEGCTCGCCCTTCTGGTGﬂGTGGCTACTCCRTGACC

CCGGCCQGGCGCGCGCGCCGTRCGhaGCTCGCCCTTCTGGTGlG?GGCTACICCATG&CC
s80 890 1000 1010 10z0 1030

130 140 150 160 170 iso
CCCCCGACCTTGAACATCACGGAGGAGTCACACGTCATCGACACCGGTGACAGCCTGTCT

CCCCCGACCTTGAACATCACGGAGSGAGTCACACGTCATCGACACCGGTGACAGCCTGTCC
1040 1050 1060 1070 1080 1090

-
-
w

150 200 210 220 230 240
ﬁTCTCCTGCAGGGGACAGChCCCCCTCGAGTGGGCTTGGCCBGGAGCTCLGGLGGCECC&

RTCTCCTGCAGGGGHCRGCAECCCCTCGAGTGGGCTTGGCCAGG&GCTChGGhGGC
ii100 1110 1120 1130 1140 1150

250 260 270 280 290 300
GCCHCCGGAG&CARGGACAGC CAC ;uulGCGAGALAuLhﬂGGGCACAGAC

GCCAECGG&G&CHAGGBCHGCGAGGACRCGGGGGT GCGRGRCTGCGAGGGCACRGAC
1160 1170 1180 1190 1200 1210

310 320 330 340 350 360
GCCAGGCCCTACTGCAAGGTGTTGCTGC TGCACGAGGTACATGCCAACGACACAGGCAGT

GCCAGGCCCTACTGCARGGTGTTGC TGO TGCACGAGSTACATGCCAACGACACAGGCAGT
izz20 1230 1240 1250 1260 1270

370 380 390 400 410 420
TACGTCTGCTABTBCHAGTACATCA&GGCHCGCBTCGHGGGCHECACGGCCGCCBGCTCC
TACGTCTGCTACTACAAGTACATCARGGCACGCATCGAGGGCACCACGGCCGCCAGCTCC
1280 1290 1300 i310 1320 1330

430 440 450 4€0 470 480
TACGTGTTCGTGAGAGACTTTGAGCAGCCATTCATCARCARGCCTGACACGCTCTTGGETC

TACGTGTTCGTGAGAGACTT TGAGCAGCCATTCATCARCARAGCCTGACACGCTCTTGETC

490 500 510 520 530 540
AﬁCRGGhRGGRCGCCATGTGGGTGCCCTGTCTGGTGTCCRTCCCCGGCCTCAATGTCACG

AACHGGAAGGACGCCATGTGGGTGCCCTGTCTGGTGTCCATCCCCGGCCTCAATGTCACG
1400 1410 1420 1430 1440 1450

550 580 570 580 590 €00
CTGCGCTCGCAABGCTCGGTGCTGTGGCCAGRCGGGCAGGAGGTGGTGTGGGATGACCGG

CTGCGCTCGCHAAGCTCGGTGCTGTGGCCAGACGGGCBGGRGGTGGTGTGGGATGRCCGG
1460 1470 1480 1490 1500 1510

610 620 630 640 650 660
CGGGGCATGCTCGTGTCCACGCCACTGCTGCACGATGCCCTGTACCTGCAGTGCGAGACT

CGGGGCATGCTCGTGTCCHCGCCACTGCTGCACGATGCCCTGTACCTGCBGTGCGRGACC
1520 1530 1540 1550 1560 1570

670 680 690 700 710 720
ACCTGGGGRGACCAGGRCTTCCTTTCCAACCCCTTCCTGGTGCACATCACAGGCAACGAG

ACCTGGGGAGACCAGGACTTCCTTTCCAACCCCTTCCTGGTGCACATCACAGGCBACGAG
1580 1580 1600 1610 1620 1630

T30 T40 750 760 770 780
CTCTATGACATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAGCTGC TGGTAGGGGAGARAGCTG

CTCTATGRCATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAGCTGCTGGTAGGGGASAAGCTG
1640 1650 1660 1670 1680 1630

790 800 810 820
GTCCTGAACTGCACCGTGTGGGCTGAGTTTARCTCAGGTGTCA

GTCCTGAACTGCACCGTGTGGGCTGAGTTTAACTCAGGTGTCA
1700 1710 1720 1730

Figure R6 : Séquencage du clone 19 hVEGFR-3 (am@&ssens T7).
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séquence clone 19—
séquence banque——»

Figure R7 : Séquencage du clone 19 hVEGFR-3 (amorcantisens Bgh).

10 20 30 40 50 60
CACGGCCGCCAGCTCCTACGTGTTCGTGAGAGACTTTGAGCAGCCATTCATCAACARGCT
Kszzz
CACGGCCGCChGCTCCTACGTGTTCGTGhGAGACTTTGAGChGCChTTCATCAACAAGCC

1330 1340 1350 1360 1370 1380

T0 80 a0 100 110 iz0
TGACACGCTCTTGGTCAACAGGARGGACGCCATGTGGGTGCCCTGTCTGETGTCCATCCC

TGACHCGCTCTTGGTCAACAGGAAGGACGCCATGTGGGTGCCCTGTCTGGTGTCCRTCCC
1390 1400 1410 1420 1430 1440

130 140 150 160 170 180
CGGCCTCAATGTC&CGCTGCGCTCGCAhﬁGCTCGGTGCTGTGGCCAGHCGGGCAGGAGGT

CGGCCTCHATGTC&CGCTGCGCTCGCAAAGCTCGGTGCTGTGGCCAGBCGGGCHGGAGGT
1450 1460 1470 1480 1490 1500

200 210 220 230 240
GGTGTGGGATGACCGGCGGGGCATGCTCGTGTCCACGCCACTGCTGCACGATGCCCTGTA

GGTGTGGGATGACCGGCGGGGCATGCTCGTGTCCACGCCACTGCTGCACGATGCCCTGTA
1510 1520 1530 1540 1550 1560

250 260 270 280 290 300
CCTGCAGTGCGAGACCACCTGGGGAGACCAGGACTTCCTTTCCAACCCCTTCCTGGTGCA

CCTGCAGTGCGAGACCACCTGGGGAGACCAGGACT TCCTTTCCAACCCCTTCCTGGTGCA
1570 1580 1590 1600 1610 1620

310 320 330 340 3s0 360
CATCACAGGCAACGAGCTCTATGACATCCRGCTGTTGCCCBGGHAGTCGCTGGHGCTGCT

CBTCACAGGCAACGAGCTCTATSACATCC&GCTGTTGCCCAGGHAGTCGCTGGAGCTGCT
1630 1640 1650 1660 1870 1680

370 g0 390 400 410 420
GGTAGGGGRAGAAGCTGGTCCTGRARACTGCACCGTGTGGGCTGAGTTTAACTCAGGTGTCAC

GGTAGGGGHGAAGCTGGTCCTGARCTGCACCGTGTGGﬁCTGAGTTTaaCTCAGGTGTCAC
1690 1700 1710 1720 1730 1740

430 440 450 460 470 480
CTTTGRCTGGGACTACCCAGGGRARGCAGGCAGAGCGGGETARGTGGETGCCCGAGCGACS

CTTTGACTGGGACTACCCAGGGAAGCAGGCAGAGC GGGGTAAGT GGGTGCCCGAGCGACG
1750 1760 1770 1780 17%0 1800

490 500 510 520 530 540
CTCCCAGCAGACCCACACAGAACTCTCCAGCATCCTGACCATCCACARCGTCAGCCAGCA

CTCCCAGCAGACCCACACAGAACTCTCCAGCATCCTGRCCATCCACA&CGTCRGCCAGCA
1810 1820 1830 1840 1850 1860

550 560 570 580 580 600
CGACCTGGGCTCGTATGTGTGCAAGGCCAACAACGGCATCCAGCGATTTCGGGAGAGCAC
CGACCTGGGCTCGTATGTGTGCAAGGCCARCAACGGCATCCAGCGATT TCGGGAGAGCAC

1870 1880 1890 1300 1910 1920

610 620 630 640 650 660
CGAGGTCATTGTGCATGAARATCCCTTCATCAGCGTCGAGTGGCTCAAAGGACCCATCCT

CGAGGTCATTGTGCATGARAATCCCTTCATCAGCGTCGAGTGGCTCARRGGACCCATCCT
1930 1940 1950 1960 1970 ls80

670 €80 690 700 710 720
GGAGGCCACGGCAGGAGACGAGCTGGTGAAGCTGCCCETGAAGCTGGCAGCGTACCCCCC

GGAGGCCACGGCAGGAGACGAGCTGGTGAAGCTGCCCGTGAAGCTGGCAGCGTACCCCCC
1990 2000 2010 2020 2030 2040

730 740 750 760 770 780
GCCCGAGTTCCAGTGGTACAAGGATGGARAGGCACTGTCCGGGCGCCACAGTCCACATTG

GCCCGAGTTCCAGTGGTACAAGGATGGARAGGCACTGTCCGGGCGCCACAGTCCACATTG

2050 2060 2070 2080 2090 2100
790 800 810 820
ARARAGGGCGAGCTTGGTACCGAGC TCGGATCCGAAGGTRAGCCTAT

HREY ¢
AAAGGGCGAGCTTGGTACCGAGC TCGGATCCGAAGGTAAGCCTAT
2110 2120 2130 2140
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[l - 2- 3 - Transfections

II- 2- 3- 1- Transfection des cellules Cid@ar le vecteur pFRT

Les cellules CHO sont transfectées par le vectE®Tpen utilisant la technique a la
lipofectamine. La sélection par la zéocine (400mig/débute 48 heures aprés la transfection
des cellules CHO. La croissance des cellules ratmts pas affectée et les cellules sont
détachées a la trypsine pour étre ensemencéebl@ dainsité, soit environ 100 cellules par
boites de culture cellulaires type Petri 100 mm.tt€eétape est destinée a faciliter

I'individualisation des clones cellulaires.

- 2- 3- 2- Isolement des clones CHO/pFRT

Les clones ensemenceés a faible densité sont Igissekant quatre jours sous culture
sélective normale, jusqu’a ce que des amas cebglaie clones contiennent assez de cellules
pour subir la technique d’isolement par cylindresug. Au moment de I'isolement, les amas

constituent des colonies de quelques centaineslldes (Figure R8).

Figure R8 : Isolement et amplification des clonesatlulaires CHO/pFRT.

Les cellules individualisées (A : grossissementOX sé développent en amas au terme de

quatre jours de culture en milieu sélectif (B : ggssement X 10).
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II- 2- 3- 3- Co-transfection des celluled@/pFRT par pOG44 et pSecTag/FRT/V5-His
TOPG*TA/hVEGFR-3

Les clones cellulaires CHO/pFRT isolés préalabldmems amplifiés, sont de
nouveau modifiés génétiguement par transfectionveeteurs pOG44 et pSecTag/FRT/V5-
His TOP’TA/hVEGFR-3. Cette transformation définitive du gére cellulaire est destinée
a permettre la production et la sécrétion par edlsles des récepteurs circulants VEGFR-3
humains. Au terme de la transfection, la séleatisinnitiée au bout de 48 heures. On observe
alors que la croissance des cellules est affefiiégu’a entrainer la disparition de la plus
grande partie de celles-ci. Les clones survivaatd siterrompus dans leur développement
normal. Cette circonstance est déplorée au termeidg premiers essais de modification des
cellules CHO/pFRT en cellules CHO-RC. Un essai Buppntaire dans les mémes conditions
permet d’obtenir des colonies viables, croissaatesorphologiquement ordinaires. On décrit
par CHO-RC les clones théoriquement producteursédepteurs circulants, c’est a dire au

terme des trois transfections sus-décrites.

II- 2- 3- 4- Isolement des clones CHO-RC
Au terme de 6 jours de culture en conditions si#estsous hygromycine B, les
cellules CHO-RC sont remises en culture a raisemwion 100 cellules par boite de Pétri

100 mm, afin d’étre individualisées par la techeigies cylindres creux (Figure R9).

Figure R9 : Isolement et amplification des clonesetiulaires producteurs des récepteurs
circulants CHO-RC (A : grossissement X 40 ; B : grossissement X 10).
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Il - 2- 4 - Mise en évidence de la producti@s décepteurs circulants

- 2- 4- 1- Vérification de I'intégratiodes plasmides recombinants

La sélection des clones cellulaires par des atiijies spécifiques autorise
théoriguement & considérer que les transfectionsamuties et que les vecteurs d’expression
ont effectivement bénéficié d’'une recombinaisoricaffe au sein du génome des cellules
hotes. Cependant certaines formes de résistangeandibiotiques, bien qu’exceptionnelles,
peuvent survenir. Les cellules survivant dans oesditions seraient alors des « faux-

positifs ».

Une premiere vérification simple consiste a ex¢rdiADN génomique des clones
sélectionnés apres transfection et isolement, uéaliser une réaction de polymérisation en
chaine en utilisant cette matrice nucléique. Lesrags utilisées sont celles qui s’hybrident
spécifiguement a la séquence introduite, déjasél pour réaliser I'amplification des inserts
hVEGFR-3 d'intérét en vue du clonage.

Les cellules CHO non transfectées, CHO/pSecTag/\$5-HTOPO'TA,
CHO/pSecTag/V5-His TOPTA/hVEGFR-3, CHO/pFRT et CHO/pSecTag/FRT/V5-His
TOPJTA ont été utilisées comme témoin. Elles sont semse pas posséder le transgéne, a
I'exception des cellules CHO/pSecTag/V5-His TOH@®/hVEGFR-3 qui ne doivent
théoriquement I'exprimer que de maniére tres faijplesqu’elles ne disposent pas du systéme

FRT permettant une recombinaison géenétique efficace
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Puits 1 : CHO non transfectées

Puits 2 : CHO/pSecTag/V5-His TOBDA (plasmide vide ; sans systéme FRT)
Puits 3 : CHO/pSecTag/V5-His TOPDA/hVEGFR-3 (sans systéme FRT)
Puits 4 : CHO/pFRT

Puits 5 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPTA (plasmide vide)

Puits 6 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPDA/hVEGFR-3 (CHO-RC)

PM : poids moléculaire 100 bp

Figure R10: Vérification de [lintégration des veceurs pSecTag/FRT/V5-His
TOPO®TA/hVEGFR-3 dans le génome des cellules CHO.

Les cellules dans lesquelles la séquence codarsteédepteurs circulants hVEGFR-3 a été
intégrée présentent une amplification variable dagment d'intérét en fonction de la
présence ou de I'absence du systéeme de recomhingés@tique FRT (puits 3 et 6).
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Le résultat des amplifications permet de déteatefragment de taille attendue pour le
cas des cellules CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPAhVEGFR-3 (CHO-RC), signifiant la
présence de l'insert recherché (Figure R10). Chgle® sont issues d’un clone. La présence
de ce fragment est également retrouvée dans ledeascellules CHO/pSecTag/V5-His
TOPCPTA/hVEGFR-3, mais l'intensité du signal est beayrqlus faible. Cette différence
peut étre interprétée par I'efficacité moindre derdcombinaison génétique dans le cas des
cellules CHO/pSecTag/V5-His TOPDA/hVEGFR-3 du fait de I'absence du systéme FRT.

- 2- 4- 2- Western Blot

La technique du Western Blot est utilisée afin dgtra en évidence la production des
récepteurs circulants hVEGFR-3 (RC hVEGFR-3) pardellules CHO transfectées par les
systémes d'expression pFRT, pOG44 et pSecTag/FRAIYSTOPCTA/hVEGFR-3, et
dénommées CHO-RC.

La mise en évidence est basée sur l'utilisatiom dinticorps de détection spécifique
de la partie extracellulaire du récepteur VEGFR-43mhin, et la comparaison avec
I'expression protéique de populations cellulairésmains ne produisant pas les récepteurs
circulants hVEGFR-3.

Le résultat de cette détection est présenté daiiguie R11. Elle indique la présence
d’'un signal de 40 kDa environ dans le puits 1 gpomdant aux cellules CHO-RC
productrices des récepteurs solubles hVEGFR-3. dilée tdéterminée pour ce fragment
correspond a celle attendue pour les récepteuwsllants. Aucun des puits présentant
I'expression protéique dans les cellules témoinstgp2 a 5) ne laisse apparaitre ce signal.
Le signal localisé au niveau du puits 6 correspanialbumine bovine sérique (BSA) et

indique la présence d’une structure de 60 KDa.
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LIS ]

RC hVEGFR-3 4. .
-
PM

- — BSA

1 2 3 4 5 6

Puits 1 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPDA/hVEGFR-3 (CHO-RC)

Puits 2 : CHO non transfectées

Puits 3 : CHO/pSecTag/V5-His TOBDA (plasmide vide; sans systéme FRT)
Puits 4 : CHO/pFRT

Puits 5 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPTA (plasmide vide)

Puits 6 : BSA

Figure R11: Détection de I'expression des récepteu circulants VEGFR-3 d’origine
humaine (RC hVEGFR-3) par Western Blot.

La migration est réalisée a partir des protéinesales extraites des cellules sus-citées,
séparées sur gel SDS-PAGE en conditions dénatuwgnies transférées sur membrane de
nitrocellulose avant détection par les anticorpsnmire (AF 349 Anti-human VEGFR-3
specific goat 1g-G) et secondaire (P 0449 polyclaaabit anti-goat Ig-G HRP).
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Il - 2- 5- Evaluation de I'efficacité des r@teurs circulants

Il a été démontré préecédemment que les systemesriedx d’expression des protéines
recombinantes congus au cours de ce travail pexnettfectivement d’obtenir la production
des récepteurs circulants déterminés, apres tcimsfedes cellules CHQOn vitro. Ces
derniers, qui sont destinés a exercer une actantélymphangiogénique sur des cellules
endothéliales humaines, nécessitent désormaised&stés de telle sorte de déterminer d’'une
part si les protéines recombinantes ont la capatée lier avec les facteurs de croissance
concernés, et d’autre part, si cette interactiordod@ a une inhibition efficace et significative
de la croissance, des dispositions migratoiredisles lymphatiques et de la formation des

micro-tubules vasculaires.

Les populations de cellules utilisées dans cesrarpatations ne se comportent pas
de maniére identique. En particulier, leurs craissain vitro sont singulierement différentes,
et ne requiérent pas les mémes conditions de eule plus, les cellules transfectées CHO-
RC sont cultivées en conditions sélectives en piEse’un antibiotique : ’hygromycine B.
Une étude comparative de la croissance des cellDl®-RC et hTERT-HDLEC a par
conséguent été nécessaire pour établir des camslidie coculture verticale satisfaisantes. Il a
ainsi été déterminé que la croissance des celt#3-RC sans antibiotique et en présence du
milieu de culture des cellules hTERT-HDLEC, suppée par du SVF (3%) en présence des
facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D a la canaton de 200 ng/mL, était permise
pour la durée du protocole établi.

Les cellules CHO-RC, hTERT-HDLEC, mais égalemerg tellules CHO non
transfectées et CHO/pFRT, utilisées comme cellu&@roins dans les expériences de

coculture ont été prises en considération dane éaite.

L’'analyse des courbes de croissance comparativdigue que les croissances des
cellules CHO non transfectées et transfectées me gas strictement similaires mais
cependant comparables. En effet, la confrontatesyaburbes de croissance des cellules non
transfectées CHO d’une part, et des cellules teatésés CHO/pFRT, et CHO-RC d’autre part
ne permet pas de discerner de différences notables.
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Les cellules CHO transfectées et non transfectéesie phase stationnaire dont la
durée est de 48 heures environ suivie d'une phgsenentielle de croissance. Le temps de
doublement moyen est de 20 heures. Les cellules €&l@fectées ont donc une croissance
globalement similaire a celle des cellules parestdla phase de latence n’est pas prolongée,
et le temps de doublement ne semble que peu odipasué. L'état de confluence de ces
trois populations cellulaires ne présente pas flérdnce discriminante aprés quinze jours de
culture. L'évolution de ces cellules en milieu hTERDLEC minimum supplémenté par
SVF (3%) et VEGF-C ou VEGF-D a la concentratior2@® ng/mL peut par conséquent étre
considérée comme satisfaisante et applicable pauréalisation des tests de coculture
verticale (Figures R12 et R13).

La croissance des cellules hTERT-HDLEC est quaatiessignificativement plus lente
(test non paramétrique de Mann-Whitney) dés lemjams jours de la culture. La phase de
latence est estimée a 48 heures, et le temps déedoent est alors de 36 heures environ. La
confluence n’est atteinte au terme oéiTeEjour et les cellules supportent cette densité sans

difficulté jusqu’au quinzieme jour.
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nombre de cellules (x 1000)

0 T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

temps (jours)

—e— cellules hTERT-HDLEC—=— cellules CHO cellules CHO/pFRT < cellules CHO-RC

Figure R12 : Courbes de croissance comparatives desllules hTERT-HDLEC, CHO
(non transfectées), CHO/pFRT et CHO-RC (productrice des récepteurs circulants) en
présence de VEGF-C (200ng/mL).

L’interprétation de ces évolutions paralléles petme préciser les conditions de la coculture
verticale : sa durée maximale (15 jours), le momeamtdépét des cupules (deuxieme jour
apres lI'ensemencement des cellules hTERT-HDLEC)a gtériode de remplacement de
celles-ci (4 jours).

Test statistique : Test non paramétrique de Manit\d (* p<0,05 ; par rapport aux cellules
CHO ; CHO/pFRT ; CHO-RC)
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Figure R13 : Courbes de croissance comparatives desllules hTERT-HDLEC, CHO,
CHO/pFRT et CHO-RC en présence de VEGF-D (200ng/mL.)

Le milieu de culture utilisé est celui requis pdar culture des cellules hTERT-HDLEC,
supplémenté par 3% de SVF. Les comptages sontuéfgous les jours par test d’exclusion

au bleu de Trypan.

Test statistique : Test non paramétrique de Manitd (* p<0,05 ; par rapport aux cellules
CHO ; CHO/pFRT ; CHO-RC)
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Cette analyse comparative des courbes de croisspeaaet de déterminer les
conditions optimales des expérimentations de coiltverticale. Les cellules CHO
transfectées et non transfectées sont ensemeraéeted inserts de coculture 24 heures avant
d’étre disposées au contact des cellules lymphedidpTERT-HDLEC. Cette cohabitation est
initiée lorsque les cellules hTERT-HDLEC débutenirl phase exponentielle de croissance,
soit environ 48 heures apres leur ensemencemeningerts de coculture sont remplaceés tous

les quatre jours.

Les controles utilisés pour les expérimentationscdeulture verticales sont les

suivants :

- cellules hTERT-HDLEC en coculture avec cellulesH@ non

transfectées
- cellules hTERT-HDLEC en coculture avec celll#4O/pFRT

- cellules hTERT-HDLEC en coculture avec CHO/pSegFRT/V5-
His TOPCPTA (plasmide vide) notées CHO-PV

- cellules hTERT-HDLEC seules

Ces témoins sont destinés a vérifier qu’il n'exisés de différence significative entre
la croissance des cellules hTERT-HDLEC seules k¢ ces cellules hTERT-HDLEC en
coculture avec les cellules CHO non transfecte@¢$QBFRT et CHO transfectées par le
plasmide vide, toutes ces cellules ne produisastigmrécepteurs circulants hVEGFR-3. De
plus, un contréle supplémentaire a été réalisé périfier que la seule présence des cupules
ne pouvait pas étre a l'origine d’'une perturbatiba la croissance des cellules hTERT-
HDLEC.
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- 2-5- 1- Coculture des cellules hTERDEEC et CHO-RC

L’effet des récepteurs circulants hVEGFR-3 prodyits les cellules CHO-RC et
libérés dans le milieu de culture est évalué auamrdes cellules hTERT-HDLEC selon le
principe de la coculture verticale au terme d'udequle de 15 jours, en présence des facteur
de croissance VEGF-C (Figure R14) et VEGF-D (FigRbs) a la concentration de 200
ng/mL.

L’analyse des puits de coculture témoins permebskover que la croissance des
cellules hTERT-HDLEC ne se trouve en aucune mamerdifiée par la présence des cellules
CHO non transfectées, des cellules CHO-pFRT ou cddlsles CHO transfectées par le
plasmide vide (CHO-PV).

La présence des cellules CHO-RC transfectées parldemide recombinant et
productrices des récepteurs circulants affecte tqaarelle de maniére considérable la
croissance des cellules de I'endothélium des vaissé/mphatiques hTERT-HDLEC. Cette
circonstance est observable a partir 80 four et devient significative au 1 jour dans le
cas d’une stimulation par VEGF-C et ai"%our dans le cas d’une stimulation par VEGF-D
(Test non paramétrique de Mann-Whitney). L'inhitnitide croissance des cellules hTERT-
HDLEC est alors estimée a 28,5% dans le cas du VE®Fde 24,6% dans le cas du VEGF-
D au terme du quinzieme jour, par comparaison auixspémoins correspondant a la
coculture des cellules hTERT-HDLEC avec les ceuBHO non transfectées. Ce résultat
démontre que les récepteurs circulants synthétgéscent une action inhibitrice sur la
croissance des cellules endothéliales lymphatiguesvitro, ce qui permet d’établir
I'hypothese d’une interaction avec les facteursméssance VEGF-C et VEGF-D susceptible

d’étre a I'origine d’'une action inhibitrice surliamphangiogenese.
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Figure R14: Courbes de croissance comparatives dellules hTERT-HDLEC en
coculture avec les cellules CHO productrices des aépteurs circulants, en présence de
VEGF-C (200 ng/mL).

Les inserts de coculture sont mis au contact déslee hTERT-HDLEC 48 heures apreés le
début de la culture cellulaire des cellules lymjpdpaes (fleche). Les cellules hTERT-HDLEC
seules, hTERT-HDLEC/CHO (non transfectées), hTEHRRfpet hTERT-HDLEC/CHO-PV

(plasmide vide) sont utilisées comme témoins.

Test statistique : Test non paramétrigue de Manit\@¥ (* p<0,05; par rapport aux
contr6les hTERT-HDLEC/CHO ; hTERT-HDLEC/CHO-PV ; BRT-HDLEC/CHOpFRT)
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Figure R15 : Courbes de croissance comparatives desllules hTERT-HDLEC en co-
culture avec les cellules CHO productrices des répteurs circulants, en présence de
VEGF-D (200 ng/mL).

Test statistique : Test non paramétrigue de Manit\¥ (* p<0,05; par rapport aux
contréles hTERT-HDLEC/CHO ; hTERT-HDLEC/CHO-PV ; BRT-HDLEC/CHOpFRT)
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II- 2- 5- 2- Inhibition de la migration ¢elaire

La démonstration de I'existence d’une potentidhtébitrice des récepteurs circulants
hVEGFR-3 permet d’envisager linterruption ou duinsole ralentissement de l'activité
migratoire des cellules de I'endothélium des vasgeymphatigues humains en réponse au

stimulus tumoral.

Le modéle cellulaire utilisé au cours de ces expénitations, hTERT-HDLEC, est le
méme que pour la coculture cellulaire. Ce choixcede principalement de la justification de

résultats homogénes et cohérents quant a l'analysmparative des parametres

physiologiques pris en considération dans cettéectu

La capacité migratoire des cellules hTERT-HDLEC @stluée en testant I'aptitude
des cellules a se déplacer au travers d’'une miaoa g’'agarose, en réponse a un stimulus
placé de l'autre coté de la paroi. Les facteurcmbéssance VEGF-C et VEGF-D sont de

nouveau utilisés pour reproduire le stimulus turhora

Dans cette expérimentation, la capacité inhibitdes récepteurs circulants est évaluée
par la mise en interaction des facteurs de crotgsavec les protéines recombinantes
sécrétées par les cellules CHO-RC. L'inhibition pgjée effective dans le cas ou cette
interaction réduit ou annule la faculté des cefiulgmphatiques a traverser la fine paroi

d’agarose.

Une premiere vérification a consisté a contréleme’ part que les cellules hTERT-
HDLEC sont effectivement capables de traversealaip’agarose en réponse a un stimulus
trophique, et d’autre part que ce déplacement wripaut étre visualisé par les techniques de
microscopies classiques. Ce premier résultat egorée sur la figure R16. On y observe un
déplacement des cellules lymphatiques vers le maitdenant une concentration élevée de
sérum de veau feetal (Figure R16 A), tandis qu'aeccellule n'est trouvée dans le puits

témoin contenant du milieu minimum non supplémé¢Rigure R16 B).
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limites de la paroi d’agarose

sans sérum hTBROLEC avec sérum

Figure R16 : Migration des cellules hnTERT-HDLEC enréponse au SVF (50 %).

La réponse au facteur de croissance VEGF-C, a raerration de 200 ng/mL, a
ensuite été testée. Elle permet de constater utaaipent des cellules endothéliales
lymphatiques vers la source de VEGF-C (Figure R),7albrs que sans VEGF-C, la paroi
n'est pas traversée (Figure R17 A).

Cette stimulation par le facteur de croissanceeegtartie entravée par la présence de
récepteurs circulants dans le milieu. En effetobeerve une réduction estimée a 53,6% du
nombre de cellules ayant traversé la paroi en tiiireclu puits contenant du VEGF-C et des
récepteurs circulants (Figure R18 B), par rappola &timulation par le méme facteur de
croissance utilisé seul (Figure R18 A).
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sans VEGF-C hTERT-HDLEC avec 8E-C

Figure R17 : Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-C (200
ng/mL).

avec VEGF-C hTERT-HDLEC avec VEGF-QR€E

Figure R18 : Inhibition de la migration des celluls hTERT-HDLEC en réponse au
VEGF-C (200ng/mL) par les récepteurs circulants.
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De maniére comparable, nous avons vérifié la répandacteur de croissance VEGF-
D, a la méme concentration (200 ng/mL). On constgement une migration importante
des cellules vers le facteur de croissance (Figir@ B), alors que la traversée de la paroi
d’agarose n’a pas lieu en absence de VEGF-D (FigagA). Les effets d’'une adjonction de
récepteurs circulants sont observés sur les clishi&ants et montrent une inhibition partielle
de la migration cellulaire. Ainsi, le nombre delgkels lymphatiques ayant franchi la paroi
d'agarose est inférieur de 47,1% dans le puitseramtt le VEGF-D neutralisé par les
récepteurs circulants (Figure R20 B) par rapporpaits contenant le VEGF-D libre (Figure
R20 A).

sans VEGF-D hTERT-HDLEC avec @E-D

Figure R19: Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-D (200
ng/mL).

Par ailleurs une série a pu étre exploitée pountifiex le déplacement des cellules
lymphatiques dans les deux cas. Lorsque le fackewroissance VEGF-D est utilisé seul, on
mesure un déplacement des cellules de 187 um @RurA). Dans le cas d’'une inhibition
par les récepteurs circulants, ce déplacemenédstitra 72 pm (Figure 20 B) (Logiciel Lucia
5).
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avec VEGF-D hTERT-HDLEC avec VEGF-D + RC

Figure R20 : Inhibition de la migration des celluls hTERT-HDLEC en réponse au
VEGF-D (200ng/mL) par les récepteurs circulants.

Une premiére série de contrbles a été effectuéribstituant le produit de sécrétion
des cellules CHO-RC (productrices des récepteucsilants) par le produit de sécrétion des
cellules CHO non transfectées (non productricesélespteurs circulants). Les déplacements
cellulaires ont alors été comparés dans le casadprésence ou de l'absence de ces

suppléments.

Dans le cas d’'une stimulation par le VEGF-C, adacentration de 200 ng/mL, on
observe un passage des cellules hTERT-HDLEC dandelex directions (Figures R21 A et
B).

Dans le cas d'une stimulation par le VEGF-D, daes donditions comparables, le

méme résultat est constaté (Figures R22 A et B).
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avec VEGF-C hTERT-HDLEC avec VEGF-C N B

Figure R21: Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-C (200

ng/mL) avec contrble (surnageant des cellules CHfon transfectées : SNT).

avec VEGF-D hTERT-HDLEC avec VEGF-D + BN

Figure R22: Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-D (200
ng/mL) avec contr6le (surnageant des cellules CHfon transfectées : SNT).
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Une seconde série de controles est réalisée ddms te confirmer ou de discuter les
résultats précédents. Elle consiste a utiliseedeit dans le milieu de culture le produit de
sécrétion de cellules CHO ayant été transfectéedepplasmide vide et de comparer les
mouvements cellulaires par rapport a un milieuwtice contenant le milieu conventionnel.

Dans le cas d'une stimulation le facteur de croissaVEGF-C a 200 ng/mL, la
migration des cellules vers le milieu normal (FeiR23 A) est comparable a celle du milieu
contenant le produit de sécrétion des cellulesstemtées par le plasmide vide (Figure R23
B).

Un résultat analogue est obtenu avec une stimolgido le VEGF-D (Figures R24 A
et B).

avecVEGF-C hTERT-HDLEC avecVEGF-C V¥ P

Figure R23: Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-C (200
ng/mL) avec contréle (surnageant des cellules CH@ansfectées par le plasmide vide :
PV).
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avec VEGF-D hTERT-HDLEC avec VEGHPV

Figure R24: Migration des cellules hTERT-HDLEC enréponse au VEGF-D (200
ng/mL) avec contréle (surnageant des cellules CH@ansfectées par le plasmide vide :
PV).

Une premiere analyse de ces expérimentations pedmetiéduire que l'activité
migratoire des cellules endothéliales lymphatighesnaines hTERT-HDLEC induite et
orientée par les facteurs de croissance VEGF-CEER/D est modérée ou ralentie par la

présence inhibitrice des récepteurs circulants.

Pour des raisons de temps, les expériences relaiédessus n'ont pas pu étre
réalisées en séries suffisantes pour les soungetm@alyse statistique ni pour confirmer leur
reproductibilité. Ces écueils seront toutefoisifiést dans une publication en fin d’élaboration

concernant ce travail et dont les principes génésant rapportés en annexe.
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Il - 2- 5- 3- Inhibition de la formation dasbules lymphatiques

L’initiation de la formation des néo-vaisseaux lymfiques débute par I'organisation
des cellules de I'endothélium de ces vaisseauxilenlds. Cette disposition est normalement

acquise a la suite d’une activation biochimiquelparcytokines VEGF-C et VEGF-D.

Une étape supplémentaire importante dans la mispomt d'une stratégie anti-
lymphangiogénique consiste a parvenir a la déstratton de la formation de ces éléments

vasculaires originels au moyen des récepteurslamshVEGFR-3.

Dans les conditions de culture normales, les @dlale I'endothélium des vaisseaux
d’'origine humaine hTERT-HDLEC évoluent sur un suppoomposé de gélatine a 1%
facilitant I'ancrage de la matrice extra-cellulait€lles présentent alors une morphologie
allongée, fusiforme, avec parfois une ou plusigarsifications qui peuvent émettre leur
prolongement a une distance équivalent a envirenfois la taille de la cellule (Figure R25).
Dans ces conditions, la reproduction expérimentlde formations tubulaires n’est pas

possible.

jour 1 jour 3 jour 5

Figure R25 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur marice de gélatine.
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L’induction de la formation des tubules exige deoxditions : la nature collagénique

du support et la présence de cytokine. Le seul lewament de la matrice de gélatine par une

matrice de collagene ne suffit pas a la formaties tlbes et préserve une organisation en
tapis des cellules hnTERT-HDLEC (Figure R26).

jour 1 jour 3 jour 5

Figure R26 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur mdrice de collagéne.

L’addition du facteur de croissance VEGF-A, pourtaan spécifique de I'activation
des synthéses vasculaires lymphatiques, a cepeatfapratiquée dans le but de démontrer
gue l'action cytokiniqgue échappe pour partie apacticité des voies de transduction au
bénéfice d'un mécanisme plus global. Le facteucrdéessance a été utilisé a la concentration
optimale que nous avons estimée a 150 ng/mL. Ledittons définies laissent entrevoir la
formation de structures d’aspect tubulaire desrkmger jour aprés I'ensemencement des

cellules lymphatiques. Ce résultat est confirmésdas jours suivants (Figure R27).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R27 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur marice de collagene avec VEGF-
A (150 ng/mL).

Les conditions de la culture cellulaire sont repiites a l'identique pour observer
I'impact d’'une adjonction de récepteurs circuladens le milieu de culture des cellules
hTERT-HDLEC complémenté par le VEGF-A. L'organisatides cellules lymphatiques se
construit d'une maniére proche de celle précédermiérrite sans les récepteurs circulants.
Des structures comparables a des tubules lymplegtigpparaissent dans les premiers jours
de la culture des cellules mais les alignementsilagks sont plus diffus, moins allongés et

évoquent d’'une maniére moins éloquente la format®mmaisseaux naissants (Figure R28).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R28 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur marice de collagene avec VEGF-
A (150 ng/mL) en présence de récepteurs circulants

L'expérience a été renouvelée en utilisant cettés fdes parametres plus
spécifiqguement en adéquation avec I'activation thcg@ssus lymphangiogénique. Le facteur
de croissance VEGF-C, a la méme concentratiorg atéisé pour induire I'organisation des
cellules endothéliales lymphatiques en tubulesenl résulte des le premier jour apres
I'ensemencement des cellules hTERT-HDLEC sur laiggte collagene un alignement des
cellules lymphatiques dont la morphologie évoluegpessivement vers une forme allongée
en établissant des contacts a distance. Ces natdifis morphologiques et structurelles des
cellules endothéliales sont confirmées dans jouigasts pour atteindre I'aspect de tubules
distinctement constitués (Figure R29).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R29 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur mdrice de collagene avec VEGF-
C (150 ng/mL).

Un essai d'inhibition de I'activation de ces modiions par le VEGF-C a 150 ng/mL
est réalisé avec les récepteurs circulants hVEGHRRet en évidence une forte différence
avec le cas de l'activation par le VEGF-C décrigg@tdemment. L’aspect d’'une croissance
cellulaire en tapis est clairement conservé ecéliles lymphatiques, si elles évoluent trés
légérement vers une morphologie plus allongée, 'assemblent pas en tubules, ni ne

s’organisent selon quelque forme d’alignement (F@dgri30).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R30 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur mdrice de collagene avec VEGF-

C (150 ng/mL) en présence de récepteurs circulants

L'utilisation du facteur de croissance VEGF-D a I®mL pour induire la formation
des tubules lymphatiques aboutit a un résultat pleompli. L'organisation des cellules
lymphatiques tend nettement vers une morpholodieléire dés le début de I'expérience
pour se confirmer progressivement. Au cinquieme, jdi€épais tubules distinctement définis
parcourent intégralement la surface du supporageéhique (Figure R31).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R31 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur marice de collagene avec VEGF-
D (150 ng/mL).

Le cas de I'utilisation de VEGF-D pour induire @ration des tubules lymphatiques
s’est donc avéré particulierement intéressant péatiser les essais d’'une hypothétique
inhibition de ces arrangements cellulaires pardespteurs circulants. L'observation indique
aux stades précoces de I'expérience un début dimaf@on selon des alignements cellulaires
non perturbés a priori par l'action des réceptainsulants. Cette tendance n’est cependant
pas confirmée par la suite. A partir du quatrierhele cinquieme jour apres le début de
I'expérimentation, les cellules Iymphatiques hunmegin hTERT-HDLEC couvrent
progressivement la surface du support de maniereobene, et les formations pseudo-
tubulaires observées initialement s’estompent. Aadormation tubulaire n’est distinctement
visible (Figure R32).
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jour 1 jour 3 jour 5

Figure R32 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur mdrice de collagene avec VEGF-

D (150 ng/mL) en présence de récepteurs circulants

jour 1 jour 3 jour 5

Figure R33 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur mdrice de collagéne en présence
de VEGF-D (150 ng/mL) avec contr6le (surnageant dellules CHO transfectées par le
plasmide vide : PV).
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Un contrble est réalisé a partir du surnageantce#igles tranfectées avec le vecteur
vide (CHO-PV)(Figure R33). Il permet de constatare g’organisation des structures
vasculaires lymphatiques naissantes n’est pasrpédudans ces conditions ce qui élimine

I'hypothese d’un effet non spécifique du surnagéssu de la culture des cellules CHO.

Il est donc possible de conclure, aux vues desredisens et résultats obtenus au
terme de ces expérimentations, que l'association dupport de type collagénique et de la
présence de facteurs de croissance permet I'inmudi structures pré-vasculaires a partir de
cellules de I'endothélium des vaisseaux lymphasdugmains. Cette induction semble étre la
conséquence d’'un mécanisme général, mais est egius fortement par les facteurs de
croissance spécifiques des vaisseaux lymphatiqgDesobserve par ailleurs que VEGF-D

pourrait étre un meilleur inducteur de ce procesgiessVEGF-C dans les mémes conditions.

De plus, lintroduction de récepteurs circulantsBGFR-3 dans le milieu de culture
est a l'origine d’'un effet s'opposant a ces évenameellulaires. La formation des tubules
lymphatiques a partir des cellules endothélialésass contrariée. Ces observations vont
d’'une part dans le sens de I'hypothese d’'une fixagffective des récepteurs circulants sur
VEGF-C et VEGF-D, mais également VEGF-A, et d’aupa@t confirment le caractére
inhibiteur de cette interaction.

170



Il - 2 - 5 - Etude de I'expression de VEGF-C,&™ED et VEGFR-3 dans

différentes lignées tumorales

Contrairement aux facteurs VEGF-C ou VEGF-D, doexgdression a été mise en
évidence dans plusieurs types de cellules can@&selisxpression de leur récepteur VEGFR-
3 semble restreinte aux cellules endothéliales eappart avec le processus
lymphangiogénique, qu’il soit physiologique ou pmatigigue. A I'heure actuelle, ces
affirmations sont quelque peu controversées puisglété montré que certaines cellules de
phénotype tumoral expriment également VEGFR-3. tCregamment le cas des cellules
leucémiques HEL, utilisées comme source d’ARNm VR&F pour le clonage de notre
séquence d’intérét.

Afin de participer a la discussion concernant liegsion de VEGFR-3, les taux
d’ARNm de VEGFR-3 d’'une part, et de ses ligands ¥EGet VEGF-D d’autre part, ont été
mesureés dans 16 lignées cellulaires cancéreusesimesret dans les lymphocytes T, par RT-
PCR gquantitative en temps réel (QRT-PCR). Cettehou® permet de déterminer la
concentration en ADNc d’intérét d’'un échantillorr g@mparaison avec une gamme étalon
d’amplification. Dans cette étude, nous utiliserdémgerme de « codance » pour définir le
niveau d’expression d’'un géne dans un type cetifaarticulier. Ainsi, on parlera de codance
nulle dans le cas d’'une gene silencieux, plutét dede décrire comme un gene ayant un
niveau d’expression nul. A I'opposé, la forte cockad’'un géne caractérisera un géne dont le
niveau d’expression cellulaire est important.

Nous avons établi 4 gammes étalons : Trois connerf@mplification des genes
d’intéerét VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D et l'autre l'atification du gene de référence
G6PDH permettant de normaliser I'expression. Afa réduire les erreurs éventuelles de
manipulation, les quatre gammes ont été établipartir du méme lot d’ADNCc, provenant
d’'un type cellulaire exprimant les quatre ARNm. Riales 17 types cellulaires testés, seules
les cellules de carcinome pulmonaire A549 réunesgaious les criteres d’expression. Les
résultats de I'amplification des ADNc purs ou dgugn série sont présentés dans le tableau
R1.
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pur d10 d100 d1000 d10000 | efficacité
VEGF-C 21,29 24,77 28,17 30,87 33,55

21,28 24,45 27,84 30,81 33,90 2,1
moyenne | 21,28+ 0,01 | 24,6%0,23 | 28,0Q:0,23| 30,84:0,04| 33,730,25
VEGF-R3 24,99 28,33 31,66 35,14

25,17 28,48 31,87 35,50 1,97
moyenne | 25,0&0,13 | 28,4%0,11 | 31,7%40,15| 35,320,25
VEGF-D 26,79 29,63 34,07 36,82

26,74 29,63 33,20 36,57 1,98
moyenne | 26,7#0,04 | 29,630,00 | 33,64:0,62| 36,7G-0,18
G6PDH 15,75 19,64 23,22 26,89 31,00

15,74 19,59 23,28 26,86 30,91 1,84
moyenne | 15,7%0,01 | 19,620,04 | 23,250,04| 26,880,02| 30,96-0,06

Tableau R1 : Valeurs des « crossing-points » (Cp)opr chague géne en fonction de la

concentration en ADNc.

Chaque mesure est effectuée 2 fois. L’effica@t&€thque amplification est estimée par la

formule : efficacité= 19/°*"®

Comme le montrent les écart-types calculés pouquahaconcentration d’ADNc

(Tableau R1), la manipulation est hautement reprtiiole, méme pour les dilutions les plus

faibles. Il faut noter également que s'il est polsi’amplifier & la dilution 1/10060° pour
VEGF-C et G6PDH (Figure R34), I'amplification lireitsurvient pour la dilution /108t
dans le cas de VEGFR-3 et de VEGF-D (Figure R35).
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Figure R34 : Gammes d’amplification par RT-PCR quariitative des ADNc obtenus a
partir des ARNm de cellules A549.

Les amorces spécifiques de VEGFR-3 et de VEGF-Cusitisées pour I'amplification des
ADNCc pur (courbes rouges), dilués au f/ieqcourbes bleues), au 1/1??13(courbes vertes),
au 1/1006™ (courbes violettes) et au 1/10608(courbes noires, traits pleins). Les contrdles

de la PCR sont représentés par des courbes enilpgsnt
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Figure R35: Gammes d’amplification par RT-PCR quariitative des ADNc obtenus a
partir des ARNm de cellules A549.

Les amorces spécifigues de VEGF-D et de G6PDH wsiiligées pour I'amplification des

ADNCc pur (courbes rouges), dilués au f/i‘ﬂcourbes bleues), au 1/1?315(courbes vertes),
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au 1/1006™ (courbes violettes) et au 1/10608(courbes noires, traits pleins). Les contrdles
de la PCR sont représentés par des courbes enilpEsnt

L’avantage de la RT-PCR quantitative est qu'il esissible de s’assurer de la
spécificité de I'amplification en réalisant une duoei de fusion. La figure R36 montre que
chague ADNc présente un pic unique quelque satilstion et que I'amplification observée
pour les contrbles est uniquement due a la présgmcdemeres (comparaison des figures R34
et R35 avec la figure R36).
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Figure R36 : Courbes de fusion caractéristiques déADNc amplifie.

Le pic caractéristique de chaque ADNc amplifiéasgenu en effectuant la dérivée premiere
de la fluorescence. Une brusque chute de fluorescent observée lorsque I'’ADN double est
dénaturé, au moment ou la température critique iigée de 'ADN, appelée température de

fusion, est atteinte.
Lorsque les courbes étalons sont validées et estrégs, le logiciel de quantification

relative permet le calcul d'une série de coeffitsercorrespondants, réunissant les

caractéristiques des gammes du gene d'intérét etgehe de référence. A chaque
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amplification, l'utilisation d’un calibrateur, dam®tre cas I’ADNc des cellules A549, permet
le repérage relatif a la série de coefficientsagtqgopnséquent aux gammes.

Les résultats que nous avons obtenus montrent dé&¥edces notables dans
I'expression de VEGFR-3 d’'une part et I'expressitanses ligands d’autre part (Tableau 4).
Les différences les plus importantes sont trouaesiveau de I'expression de VEGFR-3.
Dans 6 des 17 types cellulaires étudiés, aucuneessipn de TARNm de VEGFR-3 n’a été
mise en évidence. Dans les autres cellules, I'egwa varie d’'un taux négligeable pour les 4
types de mélanomes notamment (T1P26, M1Dor, M3DauMéBeu) a un niveau
d’expression plus élevé dans le cas des cellule#9ABt des cellules sanguines normales
(lymphocytes T) mais surtout tumorales, comme leHlules Molt4, Jurkat, ou plus

particulierement HEL.

Nous avons en revanche mis en évidence que tagellules expriment ’TARNm de
VEGF-D, a des taux plus ou moins élevés, les adldladénocarcinome primaire du colon
(SW480 : 9,61 U.R.A) exprimant environ 640 foispllARNmM de VEGF-D que les cellules
Jurkat (0,015 U.R.A). D’'une maniere assez surprend®RNm de VEGF-C n’est quant a
lui pas exprimé dans toutes les cellules. Il préssgrar ailleurs d’importantes différences
d’expression selon les types cellulaires, la portefétant mesurée dans le cas des cellules de
carcinome mammaire MDA-MB-231 (17,87 U.R.A).

Il faut de plus noter qu’il existe une corrélatiorégative significative entre
I'expression de 'ARNm de VEGF-D et celle de 'ARNde VEGFR-3 (= - 0,705; p =
0,03 ; test non paramétrique de corrélation degsrahe Spearman). Par contre aucune
corrélation significative n'a été trouvée entre VEG et VEGFR-3 {r= - 0,476 ; p = 0,21)
ou entre VEGF-D et VEGF-C4k - 0,316 ; p = 0,3).
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cellules VEGF-D VEGF-C VEGFR-3
Ab549 1 1 1
HEL 0,06 0,000685 53,695
lymphoT 0,06 0,24 0,47
Molt4 0,025 - 4,595
Jurkat 0,015 - 3,79
T24 0,31 2,055 -
WiDr 1,125 - -
HT29 1,69 - -
SW480 9,61 0,005 -
SW620 2,56 0,000335 -
SHSY5Y 2,585 0,000785 -
MDAMB231 1,08 17,87 0,0021
MNNG/HOS 0,065 1,285 0,0041
T1P26 1,855 0,17 0,01015
M4Beu 0,34 0,00086 0,02695
M3Dau 0,77 0,04 0,0014
M1Dor 1,46 0,09 0,01205

Tableau R2 :Expression des ARNm de VEGF-C, VEGF-D et VEGFR-3 das différents
types cellulaires.

Les taux d’ARNmM sont exprimés en unités relativesraires (U.R.A). Le taux d’expression
des ARNm dans les cellules A549 est le taux deenefé (= 1).

Les résultats de cette étude font I'objet d’unelipabion dont le contenu est détaillé en

annexe.
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Il - 2- 6- Détection du ganglion sentinelle

Le ganglion sentinelle est le premier relais dditsémination métastatique par voie
lymphatique. Il s’agit du ganglion lymphatique leigpproche de la tumeur susceptible d’étre
le siége d’'une localisation extra-tumorale immégiasynonyme de l'imminence d’une
dissémination a distance. Sa localisation en vud'am®lyse anatomo-pathatologique se
trouve étre par conséquent fondamentale, partremient dans le cas des cancers

lymphophiles.

Une premiere série d’expérimentations chez le rgemlamis de mettre a profit les
techniques d’'imagerie médicale pour localiser legjian sentinelle chez I'animal sain. Aprés
anesthésie des animaux, le marqueur radioactiingstté en intra-dermique au niveau du
membre inférieur et du membre supérieur opposéahenaux sont placés sous la caméra a

scintigraphie. La visualisation des résultats &@staiée une heure plus tard (Figure R36).

Au niveau du membre supérieur, I'image indiquedecpption d’un point de fixation

correspondant au ganglion axillaire.

Au niveau du membre inférieur, I'image permet déedir la présence du ganglion

inguinal matérialisé par une opacité au dessustht g’'injection.

Dans les deux cas, la captation du traceur payseéme lymphatigue avant son
accumulation dans les ganglions sentinelles surndens les minutes aprés l'injection du

marqueur radioactif.
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Figure R37 : Détection du ganglion sentinelle pamjection de traceur radioactif chez le
rat.

L’injection de nanocolloide radioactif permet lachdisation du ganglion sentinelle. Le
traceur est injecté en intra-dermique au niveau gesmbres inférieur gauche et supérieur

droit. La prise de vue est réalisée par scintidrigp

Une seconde série d’examens a été pratiquée chest lgorteur cette fois d’'une
tumeur. L'injection du traceur est réalisée dars ieémes conditions. L'objectif est de
déterminer s'il est possible de localiser rapidetetrefficacement le ganglion sentinelle chez
un sujet atteint d’'une tumeur, de maniere a réalise biopsie de ce ganglion en vue d’'un

examen anatomo-pathologique. Cet examen est de&tipérmettre de diagnostiquer la
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présence éventuelle de cellules tumorales dansrglign, ce qui correspond a un indice

important du degré d’évolution de la maladie.

Le repérage du ganglion sentinelle est réalis& saméra a scintigraphie une heure
apres l'injection du marqueur radioactif (Figure8RS). Le prélevement du ganglion est alors
effectué, grace au guidage par une sonde de déteddila source radioactive. La validité du
prélevement est contrélée par imagerie (Figure B38

Les échantillons sont alors expédiés pour anagatomo-pathologique.

ganglion

axillaire \

i
ganglion

inguinal \ ﬁ‘ ﬁf’

- tumeur L tumeur

e S

[ oint
point A § point B
d'injection d'injection

Figure R38 : Localisation puis excision du gangliosentinelle par marquage radioactif.

Les ganglions axillaire et inguinal localisés parcamulation du traceur nanocolloidal (A)
sont prélevés et soumis a I'analyse histologiquexdctitude du prélevement est vérifiée (B)
par imagerie en scintigraphie.
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lIl - Discussion et perspectives

Les connaissances actuelles sur les pathologiesréiles incitent a envisager des
solutions thérapeutiques multiples et complémesgagour tenter d’entraver le déroulement
de la maladie. Le travail présenté dans cette éslidscrit dans le contexte des nouvelles
approches thérapeutiqgues anti-cancéreuses, dobfedid est dinhiber la progression
tumorale en faisant obstacle aux processus phygsiples associés a la biologie des tumeurs.
Aussi, nous avons tenté d’initier I'élaboration wku stratégie permettant d’empécher le
développement orienté de la vascularisation lymgbatpéri-tumorale, essentiellement dans
le but de réduire la dissémination métastatiques de@rtains cas de tumeurs solides

lymphophiles.

Pour cela, notre travail a consisté en I'élaboratle récepteurs circulants reproduisant
en partie les caractéristiques des récepteursaugurs de croissance de I'endothélium des
vaisseaux lymphatiques synthétisés et sécrétédepacellules tumorales. Ces récepteurs
circulants sont destinés a neutraliser les factdersroissance avant que ceux-ci n'activent les

récepteurs membranaires ordonnant la synthésecdegaisseaux.

Les récepteurs circulants ont été concus par ctodagla seéquence d’intérét dans un
vecteur d’expression a activité sécrétoire, puipriexes et produits dans des cellules
appropriées, avant d’'étre testés expérimentalesugrdes cellules humaines de I'endothélium
des vaisseaux lymphatiques en présence de faaleursoissance. Il a ainsi été possible
d’évaluer I'efficacité inhibitrice des récepteuiscalants sur la croissance et la migration des
cellules lymphatiques, ainsi que leur dispositia@ngécher la formation des micro-vaisseaux

lymphatiques, en réponse au stimulus tumoral.

Les expérimentations menées ont permis de configuer.
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- les systemes d’expression congus et utiliséscams de ces travaux

permettent la synthése et la sécrétion des réaspteaulants hVEGFR-3.

- les récepteurs circulants produits ont une@wnétion qui permet leur
interaction avec les facteurs de croissance deald@n@lium des vaisseaux lymphatiques
VEGF-C et VEGF-D. lIs reproduisent par conséquartddractéristique essentielle recherchée

relativement aux récepteurs membranaires.

- les récepteurs circulants exercent une actionpétitive vis-a-vis des

récepteurs membranaires VEGFR-3.

- l'action des récepteurs circulants sur VEGF-C WEGF-D est
comparable mais pas strictement identique.

- les récepteurs circulants inhibent la croissades cellules de
I'endothélium des vaisseaux lymphatiques médiédgsafacteurs de croissance VEGF-C et
VEGF-D.

- les récepteurs circulants sont a l'origine d'dfetes’opposant a la
migration orientée des cellules de I'endothéliuns daisseaux lymphatiques d’origine
humaine en réponse a une stimulation par les fectd® croissance considérés dans cette

étude.

- les récepteurs circulants perturbent la formaties tubules induite
par les facteurs de croissance a l'origine de Hargation structurelle des néo-vaisseaux

lymphatiques.
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Il - 1 - Les récepteurs circulants inhibent leissance et le
développement des cellules de [I'endothélium desssealux

lymphatiques humains vitro

1l - 1- 1 - Inhibition de la croissance celuke

Une premiére mise en évidence de l'efficacité deepteurs circulants élaborés au
cours de cette étude a été entreprise en utiliaaethnique de culture conjointe des cellules
endothéliales lymphatiques humaines et des cellpleductrices des récepteurs circulants.
Cette approche, permise grace a lutilisation det&yes de cupules comportant une
membrane diffusible autorisant le passage des ipestéd’intérét et séparant les deux
populations cellulaires, a été réalisée aprés ldfication expérimentale du caractere
activateur des facteurs de croissance VEGF-C et RMBGsur les cellules lymphatiques
hTERT-HDLEC, dans les conditions définies pour eo#tude. Cette activation est

comparable dans les deux cas a défaut d’'étreestratt identique.

L’'une des difficultés appréhendée dans I'élaboratie cette stratégie était de parvenir
a I'accomplissement de la fixation entre les réeefs circulants et les facteurs de croissance
ciblés. Cette condition constitue en effet la pesmiexigence dans I'optique d’'une éventuelle
efficacité des récepteurs circulants. La recorstitudes protéines recombinantes sur le
modele des récepteurs membranaires a donc éténsygféement abordée avec l'intention de
modifier le moins possible la structure moléculales récepteurs circulants par rapport aux
récepteurs membranaires. Toute modification de @ttticture pouvant étre a l'origine de la

disparition de la capacité d’interaction réceptiéyand.

Dans ce contexte, les structures additionnelleséttproscrites au maximum de la
conception des molécules inhibitrices. Cependagrtaimes demeurent indispensables pour

assurer la fonctionnalité du systeme. C’est lermaamment de la séquence IgK-leader dont
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la fonction est de permettre la sécrétion des presérecombinantes au terme de leur
synthese.

Les expérimentations de coculture ont donc étaqueéds dans le but d’établir une
premiere confrontation entre les récepteurs cirdslaet les récepteurs membranaires

relativement a leurs capacités d’établir une liaiawec leur ligand VEGF-C ou VEGF-D.

L’interaction avec les récepteurs circulants aeéfiéctivement constatée dans les deux
cas. Elle s’est matérialisée par un ralentissemend croissance des cellules lymphatiques en
culture, exclusivement en présence des réceptéurdants. De plus, l'inhibition observée
était comparable dans le cas du VEGF-C et du VEGHBemble donc possible de
considérer que la structure moléculaire des réaeptarculants est suffisamment analogue a

celle des récepteurs membranaires pour que latiagstre ces éléments soit possible.

De plus, le terme de ces expérimentations s’esactamsé par une diminution
significative de la croissance des cellules lymippusts, dans le cas de la présence des
récepteurs circulants. L'activation de la voie dansduction du signal lymphangiogenique
apparait par conséquent moindre dans ce cas, cesuggere que la dimérisation des
monomeres de VEGFR-3 membranaire est contrariéactibh d’une inhibition par

compétition des récepteurs circulants semble donfirmée.

Il - 1- 2- Inhibition de la migration cellula

La capacité de déeplacement des cellules de I'egtioth des vaisseaux lymphatiques
a été caractérisée au moyen d’'un dispositif migant pour tenter de reproduire en partie les
conditions physiologiques. En 'occurrence, au sEnl’'organisme, la mobilité des cellules
endothéliales est soumise aux contraintes dues p@ratrabilité relative des tissus. Cette
résistance impose aux cellules des endothéliumgaices dispositions d’invasivité
particulierement mises a contribution au moment phocessus lymphangiogénique.

Cependant notre modeéle basé sur la reconstitutostrdictures semi-compactes en agarose
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implique des différences de réfringence importagigslimitent considérablement la qualité
des prises de vue au moment de I'estimation duegsas migratoire, et par conséquent, le

traitement et 'analyse des images obtenues.

L’étude de ce parametre a permis cependant de wenaue les cellules de
I'endothélium des vaisseaux lymphatiques sont béssia une stimulation par les facteurs de
croissance VEGF-C et VEGF-D, et qu’elles y répomndgear un déplacement dirigé vers la
source trophique. De plus, ces mouvements peuvieat réalisés en dépit d'obstacles
mécaniques conséquents. Pendant le processus benphangiogenese induite par les
tumeurs, ces caractéristiques sont vraisemblablemegses a contribution. La tumeur
synthétise et secrete des facteurs VEGF-C et VEGHDiffusent au sein des tissus pour
parvenir au contact des cellules endothélialesvdisseaux lymphatiques périphériques. Il en
résulte une activation de la transcription des geéemguisant la motilité et la division
cellulaire. La formation du bourgeon vasculairerésultant est par conséquent effectivement
orientée en direction de l'origine du signal. Leseurs solides possedent donc la capacité de
commander elles-mémes la mise en place d’'un essetnent vasculaire strictement canalisé
au niveau de l'espace péri-tumoral, et destiné &npialiser leur développement. Cette

disposition est retrouvée au cours du processus@dmque.

Au cours de ces expérimentations, I'exploitationsgatéme d’étude de la migration
des cellules endothéliales n’a cependant pas peadmidiscerner une différence entre les
capacités stimulatrices de VEGF-C et de VEGF-DteClanite peut étre interprétée soit par
I'absence effective de différence entre les deukefas de croissance, soit par les limites de

résolution relatives a notre procédé.

Il est cependant indiscutable de convenir qu’unkibition par les récepteurs
circulants se produit. Elle implique une capacis tecepteurs circulants a empécher 'action,
et par conséquent la liaison, des facteurs desamee sur les récepteurs membranaires des

cellules de I'endothélium des vaisseaux lymphasque
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1l - 1- 3 - Inhibition de la formation des tules

La formation des tubules lymphatiques a l'origireel’drganisation de la structure des
micro-vaisseaux naissants peut étre reconstituggriexentalement. Elle répond a une
activation par les facteurs de croissance sur uakiga appropriée. La mise en place d'un
réseau tubulaire semble cependant plus efficageré&sence de VEGF-D. La formation des
tubules est légérement pondérée dans le cas didinietion par le VEGF-C dans les mémes
conditions. Cette observation pourrait corresporadmgne spécificité de fixation récepteur-
ligand plus importante de VEGF-D par rapport a VEGWis-a-vis du récepteur VEGFR-3

chez 'homme.

De plus, les résultats obtenus permettent de sepppse I'évolution des cellules
endothéliales hTERT-HDLEC utilisées au cours de e$périmentations vers une
morphologie tubulaire peut-étre partiellement inelpar le facteur de croissance VEGF-A.
Or, ce facteur de croissance ne constitue pasgandi habituel du récepteur VEGFR-3. Il a
été décrit comme étant susceptible d’avoir une iotapbn relative dans le processus
d’activation de la voie de transduction du signahphangiogénique, par l'intermédiaire du
récepteur VEGFR-2 (Hongt al.,2004).

Cette constatation laisse entrevoir deux autresilpiiiges. Soit l'induction de la
formation des tubules lymphatiques s’opere selonm#tanisme général excluant une
spécificité absolue de la relation récepteur-ligardre les facteurs de croissance et le
récepteur VEGFR-3. Soit I'état de différenciatioasdcellules utilisées pour cette étude,
isolées a partir de cellules endothéliales de miaieseaux cutanés, est insuffisant pour
éliminer toute potentialité de réponse aux factelersroissance impliqués dans le processus
angiogénique. Les cellules hTERT-HDLEC pourraiearigice cas répondre a une stimulation
angiogénique par le VEGF-A et orienter leur diffémation vers la formation de micro-
vaisseaux de nature hématogéne. Les tubules obsemwéseraient dans ce cas pas

lymphatiques mais sanguins.

Relativement au caractere inhibiteur des récepteurculants sur la formation des

tubules micro-vasculaires, il est possible de a#érer que ces structures protéiques exercent
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effectivement une action modératrice. Cette obsenvaest retrouvée d'une maniere
comparable dans le cas d'une induction par le VEGG&U par le VEGF-D. Il apparait donc
d'une part qu'une efficacité de liaison entre castdurs de croissance et les récepteurs
circulants existe, et d’autre part que cette retagist bien a 'origine d’'une compétition avec
la liaison entre les facteurs de croissance a@depteur VEGFR-3 membranaire activateur de
la lymphangiogenese tumorale.

Par ailleurs, on constate également une inhibidieria formation des tubules dans le
cas d’'une activation par le facteur de croissanE&N-A, évoquant entre autre I'hypothése
d'une interaction possible entre les récepteursulints et ce facteur de croissance
angiogénique. Cette éventualité ouvre la perspediun caractére inhibiteur des récepteurs
circulants sur certaines étapes du processus amgqee. En effet, la structure des domaines
extra-cellulaires des récepteurs VEGFR-1, VEGFRe@oonsables de la transduction du
signal angiogénique, et celle du récepteur VEGFRr8sponsable de [I'activation
lymphangiogénique sont relativement proches (Akosh et al., 1992) et n’exclue pas la
possibilité que les récepteurs circulants puissentixer sur leurs ligands respectifs. Cette
eventualité élargirait le champ d’action des réeeg circulants a une inhibition partielle de
certaines étapes du processus angiogénique. Déisat&ms expérimentales sont envisagées
pour étudier ces perspectives.

Il - 2 - L’environnement physiologique peut-ifopposer a

I'efficacité des reécepteurs circulamtsvivo ?

Les conditions expérimentales dans lesquellesidiaatompétitive et inhibitrice des
récepteurs circulants hVEGFR-3 a été mise en égaeonrrespondent a des circonstances
idéales qui ne reproduisent que tres partiellemantéalité physiologique. De multiples
parameétres sont a prendre en considération panmerdthypothése d’une action comparable

in vivo.
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En effet, les modéles expérimentaux sont recomlstifupartir des seuls parametres de
'analyse spécifigue des molécules impliquées dangrocessus étudié. lls excluent les
interactions, inactivations physiologiques et atrgations non spécifiques qui réduisent ou

annulent parfois I'activité de la molécule thérajmpue.

i - 2 - 1 - Efficacité des récepteurs circukanet interactions

pharmacologiques

De nombreux facteurs de la variabilité de l'effitdades molécules thérapeutiques
existent. L'absorption du médicament, c’est-a-dégrocessus par lequel celui-ci passe de
son site d’administration a la circulation généragleis son transport et sa distribution locale
sont des étapes au cours desquelles il est poswhdeplorer des modifications importantes

de son efficacité thérapeutique.

Dans la circulation générale, les récepteurs arasl peuvent se lier aux protéines
plasmatiques, présentes en grande quantité, etosias a ces structures pour former des
complexes. La liaison en résultant est généralemtrsible mais seule la forme libre des
récepteurs solubles est active. Les protéines plagues impliquées dans ce type
d’inactivation sont l'albumine, les gammaglobulindss lipoprotéines, I'acide alpha 1
glycoprotéine et les cellules sanguines (lymphagypaguettes, polynucléaires, érythrocytes)

principalement.

Par la suite, la diffusion des molécules thérapeas impose le franchissement des
membranes tissulaires. Dans certains tissus, @ pasculaire est composée de membranes
discontinues permettant une diffusion relativemai#ée du médicament. A l'opposé a
proximité d’'autres organes, la paroi vasculaire estnposée de capillaires continus
difficilement franchissables. Le phénomene de ditin tissulaire proprement dit, c’est-a-dire
la fixation des récepteurs circulants aux membraissslaires, peut avoir des conséquences
considérables sur la distribution des moléculesesStaractéristiques physico-chimiques des
récepteurs circulants sont telles que la fixatior membranes tissulaires est importante, les

concentrations totales circulantes peuvent déeréttement.
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Il n'est pas possible d’exclure totalement le resqdiune bio-transformation des
récepteurs circulants, particulierement par le fa#s enzymes des microsomes. Les
modifications moléculaires au niveau hépatique smneffet a considérer avec application
dans le cas du choix d’'une administration par waieguine. Les hépatocytes contiennent en
effet un nombre considérable d'enzymes impliquéess da transformation des molécules
thérapeutiques. Elles catalysent en particulier déactions d'oxydoréduction, des
hydroxylations ou encore la rupture oxydative dessdns N-C et O-C. L'élément
fondamental de ce systeme enzymatique est le agim&hP450 comprenant de nombreuses
isoenzymes. Par ailleurs, la conjugaison avecdéaglucuronique est fréquente. Elle est
catalysée par le systeme enzymatique de la glugltransférase et concerne toutes les

molécules qui possedent un groupement hydroxytepggle ou amine.

Il - 2 - 2- Récepteurs circulants et réepomsmunitaire

L’introduction dans l'organisme de protéines étemeg ou modifiées déclenche
I'activation des mécanismes de défense du systemeunitaire. Il en résulte la survenue
d’'une réaction inflammatoire et d’'une inactivatiprotéolytique des molécules exogénes.
Dans le contexte particulier de la mise en appticad’un traitement, le déclenchement d’'une

réaction inflammatoire constitue un effet secorelaonsidérable.

Les récepteurs circulants doivent par conséquest @&ministrés sous une forme
excluant I’hypothese d’une telle éventualité. L'apsidation dans une structure lipidique ou

neutre pourrait dans ce cas masquer le caracteénanmagene des molécules injectées.

Aux vues de ces conditions, il apparait que lalufiem des principaux écueils
pouvant s'opposer a l'efficacité des récepteursutants est donc particulierement liee au
choix de leur mode d’administration. L’efficacitee dces molécules impose que la cible
thérapeutique, en l'occurrence le stroma péri-tanat la tumeur, soit atteinte. Une
administration systémique ne semble donc envisdgeple dans I'éventualité ou un vecteur

permette 'acheminement des molécules spécifiquemproximité immédiate de la tumeur.
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En effet, dans le cas d’une administration systémicpnventionnelle, il est a prévoir
une diffusion des récepteurs circulants dans taugdnisme, avec pour conséguence une
inefficacité probable en rapport avec une dosefiisamte au niveau tumoral, voire une
perturbation des sites de syntheses vasculairephigtigues non pathologiques. Une

administration locale semblerait donc corresporduae éventualité plus réaliste.

Il - 3 - Quelle est la meilleure voie d’adminestion des récepteurs

circulants pour une indication anti-tumorale ?

Si l'administration des traitements basés sur k&septeurs circulants, pratiqguée
classiguement par injection sous-cutanée, intraetge ou intra-musculaire permet
I'acheminement des molécules thérapeutiques awamitissulaire, elle ne garantit en aucune
maniere la spécificité de ciblage indispensable dEpteurs solubles dans le cas de
I'inhibition de la vascularisation lymphatique oanguine a la périphérie immédiate des

tumeurs solides.

Les molécules sont dans ce cas acheminées viauke Vihsculaire sanguin et
distribuées d’'une maniere générale et équivalente différents tissus et organes. Outre
I'absence de spécificité de ciblage thérapeutigne, administration des récepteurs circulants
par injection systémique serait susceptible d’énémaune réduction considérable de la demi-
vie plasmatique des protéines recombinantes, etlede soumettre aux dégradations

enzymatiques du tractus liquidien.

L'utilisation de liposomes semble correspondre & wésolution efficace de ces
principaux écueils. Il s'agit de vésicules de lI'edl’'un micrometre dont la membrane est
formée par une double couche de phospholipides i@mjgs. lls sont de plus en plus
employés pour améliorer I'administration d’acidegléiques vers des cibles organiques ou
tissulaires. Ces vésicules peuvent véhiculer deatadipophiles solubilisés a l'intérieur de la
membrane ou hydrophiles a I'intérieur de la capsule
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Il a été mis en évidence que I'application de ctttdnique peut aboutir a un ciblage
de qualité dans la bio-distribution des capsuledijues au niveau des néo-vaisseaux
péritumoraux, et permettre d’obtenir une accumaomatides liposomes jusqu’'a 3 fois
supérieure dans la région immédiatement au coditadissu tumoral par rapport aux tissus
musculaires environnants (Thursteinal., 1998 ; Krasnicet al., 2003. Cette circonstance est
obtenue en utilisant des liposomes cationigues,cpaséquent chargés positivement, qui
possedent une affinité pour les néo-vaisseauxepatde charges électriques faiblement
négatives. L’attraction électrostatique, bien qaiblé, est suffisante pour étre a I'origine du

ciblage des liposomes cationiques vis-a-vis desvaégseaux péri-tumoraux.

Outre le ciblage des néo-vaisseaux, les liposomaéisniques, qui constituent des
capsules lipidiques, assurent une protection efficde I'élément transporté jusqu’au site

d’intérét. lls assurent ainsi le maintien de lacture de la molécule encapsidée.

La libération des molécules transportées par lescules se fait par rupture de la
double couche phospholipidique au moment ou lesstimes porteurs de charges positives
entrent en contact avec les cellules endothélidkes néo-vaisseaux, présentant sur leur
surface externe des charges neégatives. Cette bdisbm ciblée est facilitée par le
biomimétisme induit aux récepteurs cationiques dstructure membranaire est comparable

a celle des membranes biologiques.

L’'optimisation de ces vecteurs lipidiques resteerelant d’actualité et impose en
particulier des améliorations quant a leur effitacde transfection. Leur utilisation
thérapeutique implique également une stabilité usgcret une toxicité moindre. Ces
perfectionnements sont susceptibles de concernaatlae du lipide cationique, la nature du

colipide, le rapport lipide cationique/colipidensi que le rapport des charges.

L’administration ciblée des récepteurs circulani$E@GFR-3 par voie systémique
demeure cependant une solution intéressante pamheattenvisager une limitation d’un
risque éventuel de diffusion des récepteurs sadutidas tout I'organisme, épargnant ainsi les

perturbations qui pourraient en découler sur l@alément normal des synthéses vasculaires.
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Cependant, l'utilisation de cette technique n'emt décrite quant a la vésiculation de
protéines. La nature des liposomes permet généeateriencapsidation des acides
nucléiques. Le vecteur d’expression recombinantgeopour permettre la synthése des
récepteurs circulants réalisés au cours de noauraa été modélisé dans la considération de
cette hypothése. Sa construction a été basée miséaen place d’'une séquence de sécrétion
et l'utilisation d’'un promoteur fort pour induirena expression importante de la protéime

situ, utilisant la machinerie transcriptionnelle et tretilonnelle des cellules cibles.

L’administration des récepteurs circulants sous feume protéique peut cependant
étre réalisée, a la condition de s’assurer que-celkoit effectuée par injection locale au
niveau du stroma péri-tumoral. En effet, cette aé#jpon correspond a une solution destinée
d’'une part a éviter le risque de dégradation psielezymes protéolytiques, et d’autre part a
assurer un ciblage thérapeutique de meilleure @udle plus, les récepteurs circulants ont été
élaborés sans qu'on leur adjoigne de séquence aldisdtion de type Fc-lgG1, parfois
utilisée pour améliorer la demi-vie plasmatique desécules (Maruyamat al., 2004). Ce
choix est la résultante d'une intention de modifear minimum la séquence protéique
reconstruite par rapport a la séquence originddemaniére a reproduire le plus fidelement
possible la structure de la protéine naturelleogicgd ses caractéristiques biologiques. La voie
d’administration par injection locale au niveau stwmoma péri-tumoral semble cependant
rejeter la possibilité d’'une utilisation des réesps circulants pour le cas des tumeurs

profondes.

Que ce soit dans le cas d'une administration deseues recombinants dans des
liposomes cationiques ou dans le cas de l'injeditiositu des récepteurs circulants, la dose
permettant I'efficacité et excluant la toxicité teesa définir. Cette démarche constitue la
prochaine étape dans la mise au point de I'utibgatle ces molécules chez 'animal. Il s’agit
d’'une finalisation délicate puisque des concerdraticirculantes proches sont susceptibles
d’étre a l'origine d’'une réponse pharmacodynamigudérémement variable, allant de
I'inefficacité a la toxicité sévere. Des gammessda de traitement seront par conséquent

nécessaires pour affiner la dose optimale.
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L’'expression de VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D peut-atiduencer

la croissance tumorale et le potentiel métastatitju

Les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D ontinnp@rtance considérable dans
le processus lymphangiogénique. Ces facteurs gatiiéisés par les tumeurs, ce qui favorise
la vascularisation lymphatique péri-tumorale et gamséquent la dissémination métastatique.
En effet, la fixation de ces facteurs de croissaswoele récepteur VEGFR-3 exprimé a la
surface des cellules de I'endothélium des vaisseanguit a la progression de ces cellules en

direction de la tumeur.

La codance du géne VEGFR-3 est tres forte danksipeap des cellules de I'organisme
au moment de la vasculogenése embryonnaire, aease destreindre quasiment aux seuls
vaisseaux lymphatiques. Toutefois, cette expresai@ié mise en évidence dans quelques

autres tissus chez I'adulte.

La surexpression de VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D essilérée comme un facteur
de mauvais pronostigue dans de nombreux types &wxoiDe plus, la co-expression de
VEGFR-3 et VEGF-C ou VEGF-D détectée dans plusigypes tumoraux suggere que les
facteurs de croissance puissent directement irdkrema croissance tumorale selon un

mécanisme de régulation autocrine.

Nous avons mesuré le taux d'expression de 'TARNmMVE&FR-3 dans 16 types
cellulaires tumoraux et un type de cellules nondrales chez 'Homme, et nous I'avons

compare avec I'expression de VEGF-C et VEGF-D.

Nos résultats montrent que, contrairement a VEGHeB,ARNm de VEGFR-3 et
VEGF-C ne sont pas détectés dans tous ces typédateb, et que leurs niveaux
d’expression sont parfois tres différents. De phmjs avons observé que dans un méme type
cellulaire, le taux dARNm de VEGFR-3 et VEGF-D esirrélé négativement, et cela de

maniere significative.

194



Nous avons utilisé la technique de RT-PCR quaiégbour déterminer le niveau
d’expression de VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D normajisé le gene de référence G6PDH.

Il s’agit en effet d’'une méthode extrémement figiberr apprécier la codance des génes.

L’expression de VEGFR-3 n'a pas été détectée damscellules tumorales T24
(vessie), SHSY5Y (neuroblastome) et les lignéesudeurs colorectales. Si cette expression
n'est pas trouvée dans la lignée SHSY5Y, elle egéndant trés forte dans sa lignée parentale
SK-N-DZ, dérivée de métastases osseuses de nestahka (Beierleet al., 2004). Dans la
mesure ou SHSYS5Y est un sous-clone éloigné (3 géoas) de SK-N-DZ, ce résultat
suggere que le phénotype parental a été modifidgsaconditions de la culture cellulaire
jusqu’a la perte de I'expression du gene VEGFRe®edu inutile dans un environnement non

tumoral.

Dans un second groupe de lignées cellulaires, antlles cellules de mélanome,
d’ostéosarcome (MNNG/HOS) et de cancer du sein (MBR231), I'expression de
VEGFR-3 a été détectée de maniere excessivemenetdis Par ailleurs, une étude récente
n'‘évoque pas la trace de l'expression de VEGFR-B8sdkes cellules MDA-MB-231
(Fitzpatricket al.,2003). Cette nuance peut étre interprétée pasensibilité moindre de la
technique utilisée alors. D’autres investigatioostsa envisager dans le but de déterminer si
I'expression de VEGFR-3 dans ces types tumoraux §ee considérée comme négligeable,
ou si cette expression résiduelle est susceptiblelétlencher un mécanisme autocrine de

croissance tumorale.

Une expression importante du gene VEGFR-3 a étéumdesdans cing types
cellulaires : les cellules de leucémie (HEL), decea pulmonaire non a petites cellules
(A549), les lymphocytes T, les cellules Molt4 etkad. En 1992, Aprelikova a décrit une
expression de TARNm de VEGFR-3 dans les cellul&. Hmnais pas dans les cellules Molt4
(Aprelikovaet al.,1992). Cette expression n’a par ailleurs jamaésdécrite dans les cellules
Jurkat ni dans les lymphocytesT. Les évenementiplogsques et moléculaires relatifs a
cette expression demeurent cependant mal compss :cellules pourraient dériver d’'une
lignée lymphoblastique embryonnaire commune etrasmnservé une expression résiduelle
de VEGFR-3. L'expression du récepteur pourrait €gpondre a une régulation autocrine

permettant d’assurer la migration et la survie utaelte (Fielderet al., 1997). Ainsi,
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I'expression de VEGFR-3 pourrait étre associéeradaifestation de dispositions migratoires
des cellules (Choat al.,2003).

La surexpression de VEGF-C et de VEGF-D est géademt associée avec un
mauvais pronostique de la pathologie tumorale. toreélation entre la co-expression de
VEGFR-3 et VEGF-C ou VEGF-D a été décrite dansatabreux cas de tumeurs, comme les
tumeurs colorectales (Kawakaetial, 2003 ; Witteet al.,2002), les neuroblastomes (Meister
et al., 1999 ; Eggeret al.,2000), les cancers du sein (Nakametral., 2003 ; Valtolaet al.,
1999) et les leucémies (Diasal.,2002).

Nous avons mis en évidence que 'ARNm de VEGF-Qitredrement a celui de
VEGF-D, n'est pas détecté dans tous les typeslagt#ts que nous avons étudié. Les plus
forts taux ont été trouves dans les cellules deeradu sein MDA-MB-231. Ce résultat est
confirmé par des travaux antérieurs (Fitzpatrgtkal., 2003 ; Al-Rawiet al., 2005). Les
cellules d’adénocarcinome pulmonaire A549, de cadeela vessie T24 et d’ostéosarcome
1547 ont également des niveaux d’expression deNwRde VEGF-C relativement élevés.
Au contraire, cette expression n'a pas été trowaes les cellules Molt4 et Jurkat, dans les
cellules d’adénocarcinome pulmonaire Widr, ainse glans leur lignée parentale HT-29
cl19A. Par alilleurs, les lignées d’adénocarcinonsdorectal, qui expriment peu ou pas
'’ARNmM de VEGF-C, expriment en revanche fortememGF-D. C’est particulierement le
cas de la lignée SW480.

Nous pouvons par conseéquent émettre I'hypothésanqutelle surexpression de
'ARNm de VEGF-D peut étre mise en corrélation aledort potentiel métastatique de ces
tumeurs, dans la mesure ou la lignée SW620 a éigeis partir de ganglions lymphatiques

envahis, chez le méme patient un an plus tard.

Dans cette série expérimentale, il a donc été plesdiétablir une corrélation négative
entre I'expression de VEGFR-3 et du facteur dessanice VEGF-D dans un méme type

cellulaire.

De plus, I'expression du récepteur VEGFR-3 dansndmbreux types tumoraux

permet de suggérer I'hypothese d’'une implicationcdde protéine dans les capacités de
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migration de types cellulaires autres que les ledlude I'endothélium des vaisseaux
lymphatiques. Par ailleurs, I'étude de l'existerctane corrélation entre I'expression de

VEGFR-3 et le pronostique de la maladie est a ageis

Enfin, la co-expression de VEGFR-3 et de VEGF-C\@GF-D dans certaines
lignées d’une part, et la corrélation négativeeMEGFR-3 et VEGF-D d’autre part, conduit
a penser que des régulations paracrine et autosomesusceptibles d’étre a I'origine de la
modulation de la croissance tumorale et de la diggdion métastatique en fonction du type

tumoral.

lll - 5 - L'imagerie médicale peut-elle constitugn outil efficace

d’évaluation d’un traitement anti-lymphangiogénigue

Les techniques d'imagerie médicales actuelles nat qmas particulierement
performantes dans le cadre de I'observation duatéseasculaire lymphatique. Or,
I'estimation finale de l'efficacité des réceptewisculants considérés dans cette étude passe
obligatoirement par une visualisation permettarg gnantification de la densité vasculaire
lymphatique péri-tumorale. Une étude du réseauwaise avec ou sans le traitement sur des
animaux par les récepteurs solubles VEGFR-3 coestiir conséquent un outil indispensable

a la détermination de I'efficacité de ces derniers.

Actuellement, la lymphoscintigraphie est la seelehhique répondant partiellement a
cette obligation. L'utilisation d’'un colloide méligue radioactif approprié pouvant permettre
de rendre compte de I'évolution du réseau lymphiatigéri-tumoral a été mise en application
dans ce travail. En effet, la paroi des capillaisgsphatiques est dépourvue de membrane
basale et présente des interruptions de continuitésolution est administrée dans I'espace
interstitiel du territoire a étudier et les partesicolloidales marquées pénetrent rapidement

par ces béances pour rejoindre la circulation lyatighe.
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Les expériences d’accumulation des particules r@lddales marquées au niveau
des filtres ganglionnaires nous ont permis de isenles ganglions sentinelles. Il s’agit du
premier ganglion concerné par un éventuel envamisse métastatique issu de la tumeur
primitive. L’étude histologique aprés biopsie de ganglion est donc théoriquement
prédictive de celle de l'intégralité de la chaimaglionnaire. En outre, I'invasion du ganglion
sentinelle est synonyme de [linitiation d'une dregdation métastatique par la voie
lymphatique. L’étude comparative par lymphograpieeces ganglions peut donc constituer
une base pour l'analyse de l'efficacité de l'admiirdtion de récepteurs circulants sur la
dissémination métastatique par voie lymphatiquecamsidérant qu’il existe un corrélation
entre la dissémination métastatique par voie lyrtigha et la densité vasculaire lymphatique

péri-tumorale.

Cependant, I'estimation par cette technique déldi@mce du traitement sur I'évolution
du réseau lymphatique péri-tumoral est indirectee e permet pas la visualisation des néo-
vaisseaux mais l'analyse des conséquences de oadstiéws sur la dissémination
métastatique. En effet, il est simplement possijppéce a cette méthode de localiser puis de
prélever les ganglions sentinelles afin de déteemig’ils constituent ou pas un site
métastatiqgue. La comparaison de séries expérinesntBhnimaux traités ou non traités par
récepteurs circulants VEGFR-3 est donc destinéerinat une indication de l'effet du
traitement sur la dissémination métastatique. Lahate d’analyse n’est pas directe mais

I'information recherchée est atteinte.

Une autre approche d’évaluation expérimentale drermal de l'efficacité des
récepteurs circulants peut consister a réaliser aegpes histologiques des tissus péri-
tumoraux. La détection de la densité vasculaireegra I'utilisation de marqueurs de la
lymphangiogenése tels LYVE-1, la podoplanine, Ploxeu encore VEGFR-3 est
envisageable. L'utilisation de marquages croisé& aecours a plusieurs de ces anticorps au
moment de l'analyse comparative chez des animaaixédr et non traités est cependant

nécessaire étant donné la spécificité relativeedenmolécules.
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Il - 4 - La lymphangiogenése tumorale est-ellessceptible de

contourner une stratégie anti-VEGFR-3 ?

Les récepteurs solubles utilisés dans notre étndé€té concus de maniere a exercer
une activité compétitive et inhibitrice vis-a-viesdrécepteurs membranaires VEGFR-3, dans
le but d’entraver le déroulement du processus lyanglogénigue au moment de I'évolution

tumorale.

En effet, les récepteurs VEGFR-3 sont décrits coméant spécifiguement
responsables de l'activation de la signalisatiomgiiangiogénique. Le blocage de la voie
d’activation de ce récepteur membranaire suggerecpaséquent une efficacité sur la

physiologie des vaisseaux lymphatiques naissants.

Cependant, en matiere de pathologie humaine, st pas exceptionnel de déplorer le
contournement de la voie thérapeutique établie.sDamtre cas, une surexpression des
facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D par la tume peut étre exclue totalement. En
effet, la carence vasculaire lymphatique est sudgdepd’étre a l'origine de modifications
considérables au niveau du stroma péri-tumorakduenulation des déchets du métabolisme
prolifératif des cellules cancéreuses et le défdtrigation tissulaire peuvent étre pergus par
les cellules tumorales comme les signes d'un steed®rigine de l'activation de la

transcription des genes susceptibles de permetieeadaptation a cette carence. La seule

alternative a cette éventualité serait alors Izdtion de doses thérapeutiques plus élevées.

Par ailleurs, de récents travaux de recherche sewgfg@&u’une activation de la
lymphangiogenese est susceptible de survenir emsépa une signalisation par les récepteurs
VEGFR-2. L’activation serait dans ce cas le faitfdateur de croissance VEGF-A. Cette
hypothese ouvre I'éventualité qu’en cas d’'une iitimb de la lymphangiogenese induite au
niveau des réecepteurs VEGFR-3, la signalisationtreave meédiée par les récepteurs

membranaires VEGFR-2 pour contourner le blocagen@gétd al.,2004).
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La solution a cette éventualité consisterait awe lgs récepteurs circulants possedent
la capacité de se lier non seulement aux factelwGR/C et VEGF-D, mais également au

facteur VEGF-A, avec une spécificité comparable.

La structure du facteur de croissance VEGF-A sevecEtre relativement analogue a
celle des facteurs VEGF-C et VEGF-D (Shibuya, 200Bxiste d’ailleurs un certain nombre
d’homologies entre les facteurs de croissance VE@Fe eux d’'une part, et les récepteurs
VEGFR a ces facteurs entre eux d’autre part. Ceséates expliquent d’ailleurs en partie les
compatibilités croisées observées entre les diftérdacteurs de croissance et leurs
récepteurs. Ces homologies sont trouvées partiealiént au niveau de la région extra-
cellulaire de la protéine, qui se trouve étre laeza’interaction récepteur-ligand. Il n’est
cependant pas établi de maniere catégorique qtee spEkcificité relative entre les récepteurs
VEGFR et les différents VEGF soit suffisante pooingidérer qu’'un blocage du VEGF-A par
les récepteurs circulants synthétisés pour se éiMerVEGF-C et VEGF-D soit objectivement

envisageable.

Toutefois, au cours de nos expérimentations, neossamis en évidence une certaine
forme de potentialité inhibitrice des récepteunsudants vis-a-vis de la stimulation de la
formation des tubules vasculaires par VEGF-A. Depédmentations supplémentaires
d’inhibition de la croissance cellulaire et d’'intibn de la formation des microtubules

vasculaires sont a envisager pour argumenter oéats

Il - 6 - L’angiogenese tumorale peut-elle esimsiée en cas

d’inhibition de la lymphangiogenese ?

Le contournement d'une hypothétique inhibition dendichissement vasculaire

lymphatique par les tumeurs pourrait cependantdsesun autre aspect.
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Il existe deux voies vasculaires assurant aux tusnao approvisionnement nécessaire
a leur développement. Ces deux voies sont la vaiglsne et la voie lymphatique. Les
corrélations entre ces deux systemes sont multiple'®st pas possible d’exclure absolument
I'hypothese qu’une inhibition de I'une de ces vamesprovoque indirectement la stimulation
de l'autre dans le but de compenser au mieux [ffismnce vasculaire générée. Certes les
fonctions et caractéristiques physiologiques des dgstemes sont singulieres mais on sait
aujourd’hui que l'activation de I'angiogenese etlddymphangiogenése se trouve sous la

direction de molécules remarquablement comparalgénétiguement apparentées.

Par conséquent, la question des répercutions pessie I'efficacité d’'une stratégie
anti-lymphangiogénique se pose. Peut-on élimine@ément I'hypothése qu’une activation
de I'angiogenese ne puisse constituer une répalem@ative de la tumeur a I'inhibition de la
lymphangiogenése d’'une part et d’autre part quée cebnséquence ne puisse étre plus

déplorable encore que la situation initiale.

Cette hypothése semble devoir impérativement &ridigée expérimentalement chez
'animal. Pour cela, nous pouvons envisager I'sdifion de la technique d’imagerie par
angioscintigraphie at*™ Tc, qui semble étre I'une des méthodes les plusiutges pour le
suivi de I'évolution angiogénique. Cette technigaemet en effet d’étudier la vascularisation
sanguine d’un tissu indirectement aprés le marqdageglobules rouges.

Si I'on prend en considération ce paramétre, etcedie hypothese se vérifie
expérimentalement, il devient difficile de consiléda solution anti-lymphangiogénique

comme étant dissociable d’'une stratégie anti-agiogie.
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" - 7 - Perspectives . couplage des stratégiasti-

lymphangiogenique et anti-angiogénique

Les réseaux vasculaires lymphatique et sanguinisbmement associés quant a leur
implication dans le fonctionnement normal de I'ongme. Leurs fonctions sont
complémentaires et leurs évolutions, depuis I'erobenese jusqu’aux réponses adaptatives

aux contraintes physiologiques, sont étroitemeetsli

Au cours du processus tumoral, ces deux systenmtesauelque sorte détournés de
leurs fonctions initiales par les tumeurs solideand le but de potentialiser leur
développement et d'assurer la dissémination a rdistade cellules cancéreuses vers des

localisations secondaires.

Par ailleurs, l'induction et la régulation de lanjghangiogenése et de I'angiogenese
tumorales sont sous la dépendance de mécanismeSmertent comparables, faisant

intervenir des molécules proches et parfois méneedantives.

La stratégie anti-vasculaire de lutte contre lascers constitue un concept récent,
destiné a asphyxier, sevrer et isoler la tumeummdmiere a entraver son évolution. La
combinaison des approches anti-angiogénique etyampihangiogénigue évoque I'hypothése
d’une prise en considération globale, et par camsdigprobablement complete, des tentatives

de résolution de la maladie par la voie vasculaire.

Du reste, il existe de plus en plus de doutesassgpécificité jusqu’alors supposée des
mécanismes de régulation de ces deux processusingalarité des interactions entre les
facteurs de croissance des cellules des endothelMasculaires et leurs récepteurs sont en
particulier mises en cause depuis la découvertdimeplication potentielle du récepteur
VEGFR-2 activé par le facteur de croissance VEGFdans [linduction de Ila

lymphangiogenése.
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De plus, quelques incertitudes demeurent quantcamséquences d’une inhibition
partielle de I'une de ces deux voies. En particulimertie absolue de I'angiogenése tumorale

en cas d’inhibition de la lymphangiogenese n’a j@né&€ mise en évidence.

Par conséquent, il semble que la solution la physapriée pour exclure ce risque soit
un couplage entre les deux stratégies anti-vasealaCe couplage semble ne pouvoir étre en
outre a l'origine que d’'une potentialisation ddfleacité de chacune de ces approches, a la

seule condition que le ciblage des traitementsssfiisamment spécifique.

Par ailleurs, une adaptation des schémas thérgpeatiactuels visant a optimiser
I'association entre les effets antiprolifératifssdbérapies classiques et I'action inhibitrice des

stratégies ant-vasculaires pourrait se traduire yrar efficacité thérapeutique optimisée.
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IV - Conclusion

La lymphangiogenése tumorale est un processusgbgiue en grande partie mis
en place par les cellules cancéreuses pour amélewe développement et favoriser leur
croissance. Elle améliore en particulier la détatian de I'environnement des cellules
prolifératives, compléete l'irrigation tissulaire ¢teetumeur et potentialise la dissémination des
cellules métastatiques. La lymphangiogenese incteles cellules tumorales résulte de la
synthese puis de la libération de facteurs de saoise des vaisseaux lymphatiques,
essentiellement VEGF-C et VEGF-D, qui interagisserdc des récepteurs localisés sur les
cellules de I'endothélium des vaisseaux lymphasgmemmeés VEGFR-3. |l résulte de cette
interaction l'activation de la voie de transductiun signal lymphangiogénique qui aboutit a
la stimulation de I'expression des génes respoasdblla division des cellules endothéliales.
La croissance des cellules de I'endothélium desseaiux lymphatigues en réponse au
stimulus adressé par les cellules tumorales eggédirvers I'origine de ce signal et il en

résulte la formation de néo-vaisseaux lymphatiglzes le stroma péri-tumoral.

L'objectif de notre travail a consisté a perturbemrmécanisme au moyen de récepteurs
circulants reproduisant le site de fixation ené® flacteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D
d’'une part et les récepteurs membranaires VEGRaGtigE part. Ces récepteurs solubles sont
modélisés pour se fixer sur les facteurs de croesat établir ainsi une compétition avec les
récepteurs localisés sur la membrane des cellulesl’@hdothélium des vaisseaux
lymphatiques, activateurs du signal lymphangiogémidCe blocage est destiné a limiter la

prolifération vasculaire lymphatique péri-tumorale.

Au terme des étapes de conception des réceptetnglacits par les techniques
actuelles de la biologie moléculaire, les carastifies inhibitrices des protéines modifiées
ont été évaluées relativement a leur capacité rawartla croissance dirigée des cellules de

I'endothélium des vaisseaux lymphatiques, en répang facteurs de croissance tumoraux.
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Dans les conditions expérimentales considéréesrédespteurs solubles ont été a
I'origine d’une inhibition de la croissance deslalels endothéliales lymphatiques humaines,
d’'une réduction de la migration de ces cellulesdeaction du stimulus tumoral, et d'une

modération de la formation des tubules lymphatiguisrigine des micro-vaisseaux.

Ces résultats suggérent une potentialité des @aepsolubles VEGFR-3 a contribuer
a I'appauvrissement du réseau vasculaire lymphatwgui-tumoral, dont les modalités seront
précisées au cours des expérimentatiomsvivo manquant a l'accréditation de nos

applications.

Les stratégies de lutte contre la progression tahlaoreposant sur l'inhibition de
I'angiogenese induite par les cellules cancéretises partie des solutions thérapeutiques
susceptibles de devenir prochainement significatermt efficaces. Cette orientation anti-
angiogénique tres prometteuse est cependant gémenatl dissociée d’éventuelles démarches
anti-lymphangiogéniques, alors gu’'une combinaisencds méthodes semblerait pouvoir
constituer une base substantielle pour la finatisatle stratégies vasculaires plus complétes
de lutte contre la plupart des tumeurs solidesoeivant étre, en outre, utilisée en temps

gu’outil thérapeutique additionnel aux traitemesigssiques actuels.
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