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Résumé 

 

 

 

La lymphangiogenèse correspond au processus physiologique qui aboutit à la formation de 

nouveaux vaisseaux lymphatiques à partir du réseau vasculaire initial. Son implication est 

particulièrement décisive au moment du développement tumoral, en participant notamment à 

la potentialisation de la dissémination dans l’organisme des cellules métastatiques. Les 

nouvelles stratégies thérapeutiques destinées à limiter la dissémination des métastases, point 

critique de l’évolution tumorale, désignent de plus en plus fréquemment les vaisseaux 

lymphatiques comme des cibles d’intérêt. Au cours de nos travaux, nous avons réalisé des 

récepteurs circulants dans le but d’inhiber la lymphangiogenèse tumorale. Ces molécules ont 

été conçues à partir du gène humain du récepteur VEGFR-3, seul inducteur connu à ce jour de 

la lymphangiogenèse tumorale, en réponse aux facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D. 

Nos résultats indiquent que les récepteurs circulants inhibent la croissance des cellules de 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques d’origine humaine, réduisent leur capacité de 

migration en réponse aux facteurs de croissance tumoraux et empêchent l’organisation de 

structures vasculaires lymphatiques en formation. 

 

 

 

 

 

Mots-clé : cancer, lymphangiogenèse, VEGFR-3, VEGF-C, VEGF-D, récepteur circulant. 
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Abstract 

 

 

 

Lymphangiogenesis corresponds to the neo-formation of lymphatic vessels. Tumor 

development is associated with an increase in the vascular networks near the tumor. The 

production of growth factors stimulating the neo-formation of lymphatic vessels by cancer 

cells constitutes one of the adaptations responsible for metastatic propagation. VEGF-C and 

VEGF-D are released by tumor cells and bind to a unique receptor expressed on lymphatic 

endothelial cells : VEGFR-3. It has been established that VEGFR-3 mediated activation of 

endothelial cells is crucial for tumor cell spread via lymphatic vessels. For this reason, 

inhibiting VEGF-C and VEGF-D interaction with VEGFR-3 appears to be a promising 

strategy to prevent tumor spread to lymphatic nodes. Here we report the design of chimeric 

soluble VEGFR-3 aimed at trapping VEGF-C and VEGF-D and their capacity to inhibit in 

vitro endothelial lymphatic cell migration and formation of microtubules. We demonstrated 

that gene transfer of VEGFR-3 coding plasmid to CHO cells is efficient, that the protein 

produced can be secreted and is active. Secreted VEGFR-3 was able to inhibit proliferation 

and migration of VEGF-C/-D stimulated endothelial lymphatic cells in a collagen-matrix 

assay. We also showed that the chimeric VEGFR-3 receptors prevented lymphatic cells from 

forming microtubules. 

 

 

 

 

 

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

human VEGFR-3 gene and applications in cancerology. 

 

Keywords : cancer, lymphangiogenesis, VEGFR-3, VEGF-C, VEGF-D, circulating receptor. 
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La lymphangiogenèse est un processus physiologique indispensable au 

fonctionnement normal de l’organisme. Elle correspond à la néo-formation et au 

renouvellement du réseau des vaisseaux lymphatiques, dont les implications concernent 

l’hydratation tissulaire, le maintien de l’homéostasie, la détoxication du milieu interstitiel et la 

réponse immunitaire. 

Au moment du développement tumoral, la plupart de ces fonctions bénéficient aux 

tumeurs dont la progression requière la mise en place d’une vascularisation appropriée, 

susceptible de répondre aux exigences d’une évolution proliférative. L’enrichissement de la 

vascularisation lymphatique péri-tumorale est alors accentué par la production et la libération 

de facteurs de croissance par les cellules cancéreuses elles-mêmes, ce qui favorise l’évolution 

tumorale et potentialise la dissémination métastatique.  

Ces facteurs de croissance, essentiellement le VEGF-C et le VEGF-D, interagissent 

avec un récepteur situé sur les cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, nommé 

VEGFR-3, en entraînant une cascade de signalisation à l’origine de la formation de néo-

vaisseaux lymphatiques dans le stroma péri-tumoral. 

Le réseau vasculaire lymphatique est par conséquent considéré dans de nombreux cas 

de cancers comme la voie primaire de dissémination des métastases. Une stratégie 

thérapeutique consistant à limiter au maximum la néovascularisation lymphatique péri-

tumorale pourrait constituer un élément substantiel pour limiter la progression et la 

dissémination tumorale dans certains types de cancers comme les cancers du sein, de la sphère 

ORL, du testicule, du poumon, de la peau, de la thyroïde ou encore du côlon.  

L’objectif de notre travail a consisté à concevoir des récepteurs VEGFR-3 circulants 

destinés à neutraliser les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D avant leur fixation sur 

les récepteurs VEGFR-3 membranaires, afin d’exercer une inhibition compétitive de la voie 

de transduction du signal lymphangiogénique, dans les conditions de la pathologie tumorale.  

 Une étude préalable à l’élaboration de cette stratégie est présentée dans la partie  

bibliographique. Elle regroupe la plupart des informations relatives à la compréhension des 

mécanismes de l’induction tumorale, des implications de l’angiogenèse et de la 
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lymphangiogenèse dans la biologie des tumeurs solides, et décrit la dissémination 

métastatique comme le point critique majeur de la progression tumorale. Une synthèse de 

quelques nouvelles orientations thérapeutiques introduit la description du détail de nos 

travaux basés sur l’utilisation des techniques récentes de la biologie moléculaire pour finaliser 

la conception des récepteurs circulants anti-lymphangiogéniques dont l’efficacité et 

plausibilité seront finalement débattus. 
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I -  Etude bibliographique 

I -  1 -  Croissance et développement tumoral 

I -  1 -  1 -  Mécanisme et caractéristiques générales de la tumorigenèse 

I -  1 -  1 -  1 -  Initiation du processus tumoral 

La survenue et la progression d’une tumeur maligne sont le résultat d’une 

accumulation d’évènements génétiques complexes altérant le fonctionnement normal d’un 

certain nombre de gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération et de la division 

cellulaire. Les gènes considérés comme ayant une implication significative dans la mise en 

place du processus tumoral sont les oncogènes, les anti-oncogènes et les gènes de réparation 

de l’ADN. Toutefois, tout gène qui, quel que soit son niveau d’action, dans toutes les cellules 

ou seulement dans des types cellulaires de différenciation donnée, intervient dans le contrôle 

de la division cellulaire peut, si son fonctionnement ou sa structure est modifié, être à 

l’origine d’une croissance cellulaire anormale et par conséquent d’une transformation 

cancéreuse.  

I -  1 -  1 -  1 -  1 -  Activation des proto-oncogènes 

Les oncogènes sont des gènes susceptibles de conférer le phénotype tumoral à une 

cellule eucaryote normale. Ils sont dérivés de gènes cellulaires appelés proto-oncogènes ayant 

subi une ou plusieurs modifications qualitatives ou quantitatives. 

Il est commun de considérer six classes d’oncogènes selon le type de protéine qu’ils 

codent : 

  - Les facteurs de croissance : le gène c-SIS code la chaîne B du facteur 

de croissance dérivé des plaquettes ou PDGF ; les gènes v-int 1 et v-int 2 commandent la 

synthèse d’un facteur de croissance des fibroblastes. 



 27 

  - Les récepteurs transmembranaires de facteurs de croissance : c-FMS 

code le récepteur membranaire à activité tyrosine kinase du facteur de croissance des 

macrophages ou CSF-1 ; le proto-oncogène erb B code le récepteur au facteur de croissance 

de l’épiderme ou EGF. 

  - Les protéines G : Ras code une protéine du même nom qui tient un 

rôle essentiel dans la transduction des signaux mitogéniques. Le gène Ras est muté dans 25% 

de tous les cancers (Shirasawa et al., 1993). 

  - Les tyrosines protéines-kinases membranaires. 

  - Les protéines-kinases cytosoliques. Par exemple, l’oncogène c-SRC 

qui code une tyrosine kinase de la membrane cytoplasmique interne. 

  - Les facteurs de transcription nucléaire. 

Les mécanismes à l’origine de l’activation des proto-oncogènes sont nombreux : 

  Elle peut résulter de l’insertion d’un ADN viral au niveau d’un gène régulateur. 

L’intégration de la séquence virale se fait de manière aléatoire et abouti à la formation d’un 

gène chimère à l’origine de la synthèse d’une protéine hybride anormale (HBV, HPV, HTLV 

I, HTLV II). Par exemple, le virus de l’hépatite B (HBV) tient un rôle important dans 

l’apparition des cancers du foie. Deux cas d’activation d’un gène cellulaire par insertion de ce 

virus ont été décrits dans des carcinomes hépatiques. Dans le premier cas, le gène modifié est 

celui du récepteur β à l’acide rétinoïque qui est apparenté au proto-oncogène c-ERB A. Dans 

le second cas, l’incorporation du génome viral se produit dans un intron du gène d’une cycline 

A participant au contrôle de la division cellulaire (Di Bisceglie, 1989 ; Dejean et al., 1990 ; 

Wang et al., 1990). 

Cette activation peut également se produire à la suite de l’apparition d’une ou 

plusieurs mutations ponctuelles dans la séquence codant un proto-oncogène et aboutissant à 

une modification fonctionnelle de la protéine. Les mutations faux-sens, qui entraînent la 

substitution d’un acide aminé par un autre, sont susceptibles d’activer des proto-oncogènes en 

oncogènes, en affectant par exemple un site catalytique de la protéine ou en provoquant une 



 28 

activation substitutive de la protéine. C’est le cas de la protéine Ras, qui après mutation du 

proto-oncogène est bloquée en conformation active. 

L’activation des oncogènes peut être consécutive à une ou plusieurs délétions 

aboutissant soit à la perte de la fonctionnalité de la protéine, soit à une activation anormale de 

celle-ci. C’est le cas de l’activation du proto-oncogène erb B codant le récepteur à l’EGF. 

L’amplification génique peut également être initiatrice de l’activation oncogénique. 

Elle correspond à une augmentation anormale du nombre de copies d’un gène ou d’un 

segment chromosomique. Les copies surnuméraires se trouvent alors soit sous forme intégrée 

dans un chromosome, soit sous forme de minichromosomes surnuméraires. L’amplification 

génique provoque généralement une augmentation du niveau d’expression du gène. Les gènes 

N-MYC et L-MYC ont été isolés du fait de leur forte amplification, respectivement dans des 

neuroblastomes et des cancers du poumon à petites cellules. Dans ces deux cas, le niveau 

d’amplification semble être en corrélation avec la rapidité d’évolution de la tumeur (Slavc et 

al., 1990 ; Rygaard et al., 1993). 

Les translocations chromosomiques sont le résultat d’un échange de matériel 

génétique entre deux chromosomes. Ces modifications provoquent des juxtapositions et des 

fusions aberrantes de gènes. Elles sont responsables de la formation de gènes hybrides 

résultant parfois de la fusion de régions codantes, entraînant la synthèse de protéines 

chimériques non fonctionnelles. Les cassures à l’origine des translocations chromosomiques 

sont généralement attribuées au hasard et la probabilité d’apparition est théoriquement la 

même dans tous les points du génome. Des variations peuvent être générées par la structure 

chromatinienne (despiralisation, ADN-Z), par des sites spécifiques de coupure des ADN 

topoisomérases II, par des sites hypersensibles à la DNase I ou par des séquences Alu répétées 

(Strissel et al., 1998). Ces ruptures sont associées à deux processus distincts : un processus de 

dérégulation de l’expression des gènes qui aboutit à la production d’une protéine normale en 

excès, et un processus de sélection qui génère des protéines de fusion anormales et qui ne 

favorise que les produits de fusion conférant un avantage prolifératif. 
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I -  1 -  1 -  1 -  2 -  Rôle des anti-oncogènes 

Dans le déterminisme complexe des cancers, la simple activation oncogénique ne 

permet pas d’expliquer certaines prédispositions héréditaires aux tumeurs, certaines anomalies 

caryotypiques dans les cellules néoplasiques et surtout les données expérimentales obtenues 

sur les hybrides somatiques. En effet, dès 1969, Harris démontrait la possibilité, à partir de la 

fusion de cellules malignes avec des cellules normales, d’obtenir une lignée de cellules 

hybrides non tumorigène. Ce phénomène de « suppression tumorale » évoquait dès lors 

l’existence d’un ou plusieurs gènes provenant de la cellule normale et susceptible de corriger 

une fonction déficiente dans les cellules malignes (Harris et al., 1969).  

I -  1 -  1 -  1 -  2 -  1 -  Anti-oncogènes et régulation du cycle cellulaire 

En 1971, Knudson envisageait que la transmission dominante autosomique de 

certaines formes de cancers héréditaires puisse faire intervenir des mutations 

récessives « perte de fonction » au niveau cellulaire. Cette hypothèse a servi de base au travail 

d’identification des anti-oncogènes encore appelés gènes suppresseurs de tumeurs. Ces gènes 

sont capables de réguler négativement le cycle cellulaire et d’induire la mort cellulaire 

programmée. Ils agissent principalement au moment de la transition des phases G1 et S du 

cycle cellulaire. Cette transition est sous la dépendance des facteurs de transcription de la 

famille E2F qui contrôlent l’expression de gènes indispensables à la phase S de synthèse de 

l’ADN (Figure B1).  
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Figure B1 : La transition G1/S du cycle cellulaire. 

 

Les protéines de la famille E2F existent soit sous forme libre, soit sous forme inactive 

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

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

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

blocage de la transition G1/S. Lorsque la protéine RB est phosphorylée, elle devient inactive 

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

phosphorylation de RB est elle-même sous la dépendance de complexes protéiques jouant un 

rôle de verrou moléculaire au niveau de la transition entre les différentes phases du cycle 

cellulaire. Ces complexes sont composés d’unités régulatrices, les cyclines, et d’unités 

catalytiques, les kinases dépendantes de cyclines ou CDK (Cyclin Dependant Kinase) (Figure 

B2). L’association de ces deux sous-unités constitue le complexe actif. 
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Figure B2 : Régulation du cycle cellulaire par les complexes cyclines/cdk. 

 

Les complexes cyclines/CDK sont eux-mêmes régulés par des protéines inhibitrices 

(p15, p16, p18, p19, p21, p27 et p57) qui agissent en se fixant sur les CDK, empêchant ainsi 

la constitution du complexe actif. Le gène p21, inhibiteur de CDK, est régulé par la protéine 

p53 au niveau transcriptionnel. La protéine p53 régule la transcription de nombreux gènes 

dont certains contrôlent l’apoptose. 

Les altérations moléculaires à l’origine de la perte de fonction des gènes suppresseurs 

de tumeur sont multiples. Elles ont pour conséquence une activation du processus tumoral. Il 

peut s’agir de mutations ponctuelles, de délétions, d’insertions ou encore d’anomalies de la 

méthylation des promoteurs inhibant la transcription de ces gènes. La voie biologique 

contrôlant le cycle cellulaire au niveau de la transition entre les phases G1 et S et passant par 

les anti-oncogènes p53, p16 et RB est la voie la plus fréquemment altérée dans de nombreux 

cas de cancers. Par exemple, l’inactivation constitutionnelle de l’anti-oncogène RB est à 
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l’origine des formes héréditaires de rétinoblastomes et représente également un risque 

génétique pour le développement d’ostéosarcomes (Issing et al., 1993 ; Iida et al., 2003). Le 

mélanome malin familial peut résulter de mutations de p16 ou de CDK (Kannan et al., 2003) 

et les mutations somatiques de p16 sont généralement retrouvées dans tous les cas de tumeurs 

solides (Milde-Langosch et al., 1998 ; Geisler et al., 2002). Les mutations somatiques de p53 

représentent l’altération moléculaire la plus fréquemment observée dans les tumeurs solides et 

les mutations constitutionnelles de ce gène représentent la base moléculaire du syndrome de 

Li-Fraumeni, syndrome prédisposant à un très large spectre de tumeurs incluant en particulier 

des sarcomes des tissus mous, des ostéosarcomes, des tumeurs du système nerveux central, 

des cancers du sein et des corticosurrénalomes (Khayat et al., 2004 ; Lang et al., 2004). 

I -  1 -  1 -  1 -  2 -  2  Cas particulier de p53 

Le gène p53 est un anti-oncogène dont l’importance en cancérologie est immense. De 

nombreux cas de pathologies cancéreuses sont directement corrélés avec des délétions ou des 

mutations dans ce gène. On considère aujourd’hui que dans 60 % des cancers environ, une ou 

plusieurs anomalies sont retrouvées dans l’anti-oncogène p53 (Andreassen et al., 1993 ; 

Levine et al., 1994). Ces mutations sont généralement des inversions faux-sens ou des 

homozygoties avec perte de l'allèle sauvage. C’est le cas notamment dans les cancers du 

colon, de la vessie, de l'œsophage, de l'estomac, du foie, du sein, du poumon (Hollstein et al., 

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

Dans les conditions normales, la protéine p53 est vouée à entraîner la cellules vers un 

processus apoptotique ou un arrêt du cycle cellulaire en cas d’anomalie détectée sur la matrice 

génomique avant la réplication de la molécule d’ADN incorrecte. Cette disposition biologique 

est destinée à permettre à la machinerie de correction d’épreuve de rectifier l’erreur et ainsi 

éviter sa propagation. 

Le mécanisme par lequel p53 permet cette interruption est désormais connu. La 

protéine est en fait un facteur de transcription qui se fixe sur la molécule d’ADN au niveau 

d’une séquence particulière. Il en résulte une intervention de cette molécule dans le 

déterminisme et le déroulement du cycle cellulaire par l’intermédiaire d’un gène nommé 

WAF1 / Cip1 (Wild Type p53-activated fragment / cdk2 inhibiting protein). L’expression du 
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gène WAF1 / Cip1 grâce à la protéine p53 permet la production d’une autre protéine, p21, qui 

se lie au couple cycline E / cdk4 ou cycline E / cdk2  pour inhiber leur complexation et leur 

activité (Figure B3). Cette cascade provoque l’inhibition de la phosphorylation de la protéine 

Rb et par suite, l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Latham et al., 1996 ; Chen et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

 

Figure B3 : Intervention de p53 dans l’arrêt du cycle cellulaire. 

 

 

Lorsque le cycle cellulaire est bloqué, la protéine p53 est capable de stimuler la 

transcription de gènes dirigeant la synthèse de protéines impliquées dans la réparation de 

l’ADN. C’est le cas notamment de la protéine GADD45. Celle-ci est susceptible de localiser 

des altérations chromatiniennes, de stimuler la réparation de l’ADN par un mécanisme 

d’excision ou encore d’inhiber l’entrée en phase S du cycle cellulaire en cas de dommage 

irréversible. La protéine p53 possède par ailleurs la faculté de recruter directement les facteurs 

XPC et TFIIH qui interviennent dans l'excision des nucléotides de la molécule d'ADN 

endommagée. 
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Le gène p53 est localisé sur le chromosome 17, en position 17p13.1. Il code une 

phosphoprotéine de 53 kDa composée de 393 acides aminés. Dans les cellules normales, la 

protéine p53 est exprimée faiblement, mais son expression devient considérable dans la 

grande majorité des cellules tumorales (Caruso et al., 1999 ; Dong et al., 2005). Il a été 

constaté que cette caractéristique était en réalité la conséquence d’une diminution de la 

dégradation physiologique de la protéine associée à une augmentation de sa demi-vie. 

 Une augmentation du taux de p53 a pu être obtenue expérimentalement en générant 

des lésions dans la double hélice de la molécule d’ADN, ou même sur un seul des brins. Ces 

anomalies dans la structure du gène sont suffisantes pour provoquer la surexpression de la 

protéine et finalement l’arrêt du cycle cellulaire (Giarnieri et al., 2000 ; Bali et al., 2004 ; 

Burke et al., 2005) (Figure B4). 

Un des mécanismes de destruction des cellules tumorales par radiothérapie ou par 

chimiothérapie fait intervenir p53. Ces protocoles induisent des modifications dans les 

structures géniques. Les cellules non cancéreuses, qui possèdent la version normale de p53, 

répondent à son mécanisme de blocage du cycle cellulaire pour permettre la réparation des 

anomalies génétiques. Les cellules tumorales, en revanche, qui ne possèdent que le gène p53 

muté, poursuivent les synthèses et les réplications du matériel génétique, les accumulent 

jusqu’à ce que l’anormalité cellulaire se traduise par une létalité (Lowe et al., 1994).   
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Figure B4 : Régulation du cycle cellulaire et dommages de l’ADN. 

L’endommagement de la molécule d’ADN s’accompagne d’une augmentation de l’expression 

de p53. Il en résulte une évolution de la cellule soit vers l’arrêt du cycle cellulaire et la 

réparation de l’ADN, soit vers l’apoptose.  Dans le premier cas, p53 induit alors l’activation  

de la transcription du gène Cip1 codant la protéine p21, qui inhibe les complexes 

cdk/cyclines. 
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I -  1 -  1 -  1 -  3 -  La réparation des dommages de l’ADN 

De la même manière que pour le cas des gènes suppresseurs de tumeurs, l’altération 

des gènes de réparation de l’ADN peut être un facteur déclenchant de la cancérogenèse. 

La correction des anomalies génétiques introduites dans les séquences d'ADN par des 

agents mutagènes, qu’ils soient endogènes ou exogènes, ou l'incorporation de nucléotides 

erronés au moment de la réplication est réalisée grâce à plusieurs types de mécanismes : les 

recombinaisons, le mécanisme d’excision des bases, qui inclue un couplage avec la 

machinerie transcriptionnelle, et la réparation des mésappariements. Dans le cas particulier de 

la réparation des mésappariements, la correction requiert l’intervention de deux complexes 

hétérodimériques, nommés respectivement hMutS alpha et hMutS beta. Chacun des 

hétérodimères comporte une sous-unité du gène HMSH2 et une sous-unité hMSH6/GTBP ou 

hMSH3. hMutS alpha corrige préférentiellement les erreurs d’appariement de huit bases ainsi 

que la plupart des délétions-insertions d'un nucléotide. Le complexe hétérodimérique hMutS 

beta, quant à lui, s’associe fréquemment avec les mésappariements de deux à cinq nucléotides 

pour les rectifier. Chaque hétérodimère hMutS alpha et hMutS beta voit son activité associée 

à celle de l’hétérodimère hMutL alpha, structure formée de deux protéines nommées hMLH1 

et hPMS2. La fonctionnalité de ce système complexe permet dans un premier temps la 

reconnaissance du brin incorrect et réalise alors l’excision de la séquence encadrant la 

structure erronée. La séquence éliminée par ce processus d’exclusion peut dans certains cas 

compter jusqu'à un millier de nucléotides. La dernière étape de réparation opérée par ce 

système se ponctue par la synthèse d’un brin ne comportant aucune erreur, reconstitué à partir 

de la matrice complémentaire de l’ADN endommagé. 

Il est désormais acquis que les fonctions de réparation des mésappariements sont 

altérées dans les tumeurs qui présentent une instabilité des microsatellites. Cependant, étant 

donné que les séquences microsatellites sont généralement localisées dans des régions non 

codantes des gènes, peu de ces altérations se matérialisent par l’expression d’une quelconque 

anomalie. Cependant, certaines mutations provoquent effectivement l'inactivation du gène 

concerné, et peuvent être impliquées dans l’initiation d’un processus oncogénique : c’est le 

cas du gène hMSH6, du gène du récepteur II au TGF-β ou encore du gène bax. De plus, on 

accrédite aujourd’hui l’hypothèse selon laquelle il existerait deux formes d’instabilité 
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génétique : l’instabilité des microsatellites et l’instabilité chromosomique (Lengauer et al., 

1997, Oda et al., 2005). 

Un certain nombre de tumeurs héréditaires, comme le syndrome de Muir-Torre ou 

celui de Turcot révèlent la présence de mutations au niveau des gènes de réparation des 

mésappariements dans les cellules germinales. C’est également le cas dans certaines tumeurs 

colorectales de type héréditaire non polyposiques. Il est retrouvé systématiquement chez les 

individus qui développent ces pathologies une hétérozygotie pour un gène de réparation des 

mésappariements alors que l'allèle normal est inactivé par mutation ponctuelle, délétion ou 

méthylation, à un stade précoce du processus dysplasique (Kolodner et al., 1994 ; Hamilton et 

al., 1995 ; Han et al., 1995). 

En outre, dans 15 à 25 % des cancers de l'estomac, de l'endomètre et du colon, on 

retrouve une instabilité des microsatellites, ce qui permet de suspecter une mutation dans un 

gène de réparation des mésappariements. Il s’agit alors principalement de mutations dans les 

gènes hMSH2 et hMLH1. Dans le cas des cancers de l'endomètre, on retrouve plus 

fréquemment des anomalies dans les gènes hMSH6/GTBP et MSH3 (Gurin et al., 1999 ; 

Kuismanen et al., 2002).  

Sur le plan clinique, il a été démontré que les patients ayant développé une tumeur 

colorectale dans laquelle un gène de réparation des mésappariements est activé, présentent 

une espérance de vie significativement plus importante que les patients chez lesquels aucun 

gène de réparation des mésappariements n’est actif. 

I -  1 -  1 -  1 -  3 -  1 -  Origine des altérations et modifications engendrées 

Les molécules d'ADN peuvent être endommagées au niveau des bases puriques ou des 

bases pyrimidiques. Des modifications dans la conformation des bases sont susceptibles de se 

produire spontanément. Cependant, les nucléotides peuvent également être substitués au 

moment de la réplication de l'ADN par des composés analogues, comme la 5-bromo-uracile 

ou encore la 2-aminopurine. Les bases peuvent par ailleurs subir des réactions d'éthylation ou 

de méthylation  provoquées par des agents alkylants (Kaina et al., 1998). Ces nucléotides sont 

également susceptibles d’être perdus, avec apparition de sites abasiques. Ils peuvent 

également être substitués par d'autres nucléotides (Leonard et al., 1988 ; Hartwig et al., 1996). 
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La structure en double hélice de la molécule d'ADN peut être perturbée par la 

formation de ponts entre deux bases sur le même brin (pontages intrabrin) ou entre deux bases 

sur les brins complémentaires (pontages interbrin). Les rayonnements ultraviolets génèrent la 

formation de ponts entre des pyrimidines (Griffiths et al., 1998; Muller et al., 1998). Les 

agents antitumoraux bifonctionnels tels que le cisplatine forment des ponts entre purines 

adjacentes. D’une manière comparable, à la suite de leur intercalation entre les plateaux de 

bases au sein de la double hélice d’ADN, certaines molécules forment des liaisons covalentes 

très stables entre deux purines ou entre deux pyrimidines portées par les brins opposés. 

D’autres substances, comme le formaldéhyde, entraînent la formation de ponts entre l'ADN et 

les protéines qui entrent dans la constitution des chromosomes (Ma et al., 1988). 

 

Les ruptures de type simple et double brin de la molécule d'ADN peuvent être la 

conséquence directe des rayonnements ionisants ou être provoquées indirectement par les 

radicaux libres produits par des substances radioactives ou résultant du métabolisme oxydatif 

(Esterbauer, 1993). La destruction d'un désoxyribose, sous l'effet des rayonnements ionisants 

par exemple, peut également provoquer la rupture de liaisons phosphodiesters. De 

nombreuses molécules génotoxiques sont susceptibles de se fixer sur l'ADN de manière 

covalente et entraîner la formation d’adduits au niveau de l'ADN (Fessard et al., 1996 ; 

Tannenbaum, 1997). Les adduits correspondent à l'association entre l’élément cancérigène et 

le désoxyribonucléotide sur lequel il s’est fixé. Il a été démonté que les hydrocarbures 

polycycliques aromatiques contenus dans la fumée de cigarette ou encore les produits de 

combustion peuvent induire sur les nucléotides de l’ADN des produits d'addition très variés. 

(Lewtas et al., 1992). De nombreuses perturbations cellulaires ont été recensées comme 

pouvant être à l’origine de lésions sur la molécule d’ADN (Tableau B1). 
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Stress cellulaire 
 

 

Lésion occasionnée sur l’ADN 

 

Origine endogène 
 

 

 

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 télomères,  
correction des mésappariements 
 

 

Méthyltransférase 
 

 

Méthylation aberrante dans CpG 
 

 

Topo-isomèrase 
 

 

Rupture des brins 

 

Origine exogène 
 

 

 

Physique 

 

Radiations ionisantes 
UV (A, B, C) 
Infrarouges 
 

 

 

Rupture des brins, dommages de bases 
Dimères de pyrimidine, dommages de bases 
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 bases 
et adduits, intercalation 
Substitution ou dommages de bases, ruptures de 
brins 
 

 

Tableau B1 : Types de dommages de l'ADN suivant le stress cellulaire (Thomas, 1998). 
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I -  1 -  1 -  1 -  3 -  2 -  Les mécanismes de réparation 

La stabilité du patrimoine génétique d’un individu est assurée d’une part par la fidélité 

de la réplication des molécules d'ADN et d’autre part par la précision de la ségrégation des 

chromosomes au moment des divisions cellulaires mitotiques et de la différenciation 

méiotique. Les systèmes destinés à réparer les lésions de l'ADN participent de la même 

manière au maintien de l'intégrité du génome. Ces mécanismes de réparation de l'ADN 

fonctionnent en corrélation avec certains systèmes de contrôle du cycle cellulaire (Hartwell, 

1992). Lorsque l’ADN subit des mutations ou des dégradations, la réponse cellulaire se 

caractérise soit par une activation de la machinerie de réparation de l’ADN, soit, lorsque les 

dommages sont trop importants, par le déclenchement du  mécanisme apoptotique. 

Les dégradations ou modifications subies par l'ADN doivent être corrigées avant le 

début du processus de réplication de l'ADN, de telle sorte d’éviter la propagation de ces 

erreurs. De cette nécessité est apparue la mise en place d’un système complexe de contrôle de 

l'état de l'ADN s’opérant avant la transition G1/S qui constitue l’une des étapes critiques du 

cycle cellulaire, puisqu’il correspond au moment de la réplication de l'ADN (Kastan et al., 

1991). Une autre vérification de l’état de l’ADN se fait avant le moment de la mitose, c’est-à-

dire avant l’étape de ségrégation des chromosomes. Chacun des systèmes de réparation de 

l’ADN dispense une action ciblée à un type de dommage. De plus, il est désormais connu que 

plusieurs mécanismes interagissent entre eux de manière à améliorer la réparation de certaines 

lésions (Sugawara et al., 1997). 

 

Le système de recombinaison homologue est un mécanisme cellulaire de réparation de 

l'ADN extrêmement efficace qui consiste à substituer la séquence altérée par une séquence 

similaire intacte. Il s’agit en l’occurrence d’un système de réparation des cassures doubles 

chaînes de l’ADN. Ces ruptures sont souvent la conséquence des radiations ionisantes, mais il 

arrive parfois qu’elles soient induites de manière endogène au cours de la vie cellulaire. La 

recombinaison homologue est reconnue comme ayant une action non négligeable dans la 

prévention anti-tumorale. Dans ce processus, un complexe, nommé RAD51, agit en 

corrélation avec les protéines onco-suppressives p53, mais également BRCA1 et BRCA2 
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(Buchhop et al., 1997 ; Marmorstein et al., 1998). La perte d'hétérozygotie de la protéine 

RAD54, un cofacteur de RAD51, a été décrite dans certains types tumoraux. 

 

Le complexe RPA (Reparation Protein A) est un ensemble multifonctionnel qui se fixe 

sur les molécules d'ADN monocaténaires afin de faciliter le déroulement de l'ADN, le 

stabiliser, et potentialiser ainsi les étapes d'initiation d’une part et d'élongation d’autre part au 

moment de la réplication. Cependant, RPA est également un élément important dans le 

mécanisme d’excision de nucléotides lors de la réparation des lésions induites à l’ADN par les 

rayonnements ultra-violets. Le complexe interagit in vivo avec la molécule p53 par 

l’intermédiaire d’une séquence de 20 acides aminés localisés immédiatement en aval des 73 

acides aminés de la fraction transactivatrice de la protéine situés dans la partie N-terminale de 

p53. Il a été démontré que cette liaison de fixation entre p53 et le complexe RPA est abrogée 

par les rayonnements ultra-violets et pourrait constituer la première étape de l'activation du 

point de contrôle de p53 (Abramova et al., 1997). 

 

I -  1 -  1 -  1 -  3 -  Résistance à l’apoptose 

On distingue deux modalités selon lesquelles les cellules peuvent mourir : la mort par 

nécrose, accidentelle et provoquée par un facteur physique (brûlure, compression...) ou 

chimique toxique ou encore par l’absence de matières nutritives, et la mort dite programmée 

des cellules autrement appelée apoptose qui tient un rôle régulateur du système d’équilibre et 

de renouvellement tissulaire. L’apoptose, contrairement à la nécrose, ne provoque pas de 

réaction inflammatoire. 

La mort cellulaire est programmée dans deux situations : soit au terme de la durée de 

vie assignée à un type cellulaire particulier, par exemple quatre mois en moyenne pour les 

globules rouges alors qu’elle n’est que de quelques heures seulement pour les polynucléaires 

sanguins, soit pour éliminer des cellules anormales, dysfonctionnelles, ou devenues inutiles au 

terme de processus physiologiques tels que certaines étapes embryogéniques. 
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Lorsque des lésions irréparables de l’ADN, l’activation de proto-oncogènes, ou encore 

l’inactivation d’un gène suppresseur de tumeurs induit le déclenchement de l’apoptose, il en 

résulte une élimination d’un risque potentiel pour l’organisme de propager ces anomalies par 

le biais des divisions cellulaires. L’apparition de cellules cancéreuses au sein d’un tissu, puis 

leur multiplication jusqu’à l’organisation d’un tissu tumoral, impliquent un échappement de 

ces cellules pourtant génétiquement anormales par rapport au processus apoptotique. 

L’inactivation de la protéine p53, facteur important du déclenchement de l’apoptose, de même 

que la production excessive de la protéine Bcl-2, facteur inhibiteur du processus apoptotique, 

peuvent conférer aux cellules cancéreuses une forme de résistance à l’apoptose potentialisant 

l’initiation du processus oncologique. 

Il a été mis en évidence que le gène bcl-2 est activé dans certains lymphomes 

(Tsujimoto et al., 1987 ; Monni et al., 1997), alors que le gène bax, dont l’action est 

activatrice de la mort cellulaire programmée, est muté dans de nombreuses tumeurs solides 

(Yagi et al., 1998 ; Knudson et al., 2001). De plus, certaines voies de signalisation 

aboutissent à l’interruption du contrôle négatif qui consiste à réguler parallèlement la 

prolifération et l’apoptose cellulaire. L’oncogène bcl2 code une protéine de 26 kDa, localisée 

le plus souvent dans la membrane externe des mitochondries, dans le réticulum 

endoplasmique lisse et au niveau des membranes nucléaires. Son action anti-oxydante est 

considérée comme la principale cause responsable du blocage du processus apoptotique. 

Dans le cas des cancers de la prostate hormono-indépendants, il a été mis en évidence 

que l'expression de bcl-2 est constatée chez 65% des patients (MacDonnell et al., 1997). Par 

ailleurs, il est désormais connu que l'action anti-apoptotique de l'oncogène bcl-2 est 

particulièrement impliquée dans les mécanismes de survie qui déclenchent la croissance 

androgéno-indépendante des cellules cancéreuses, et induit un phénomène de résistance à la 

chimiothérapie (Colombel et al., 1993 ; Raffo et al., 1995). Plus récemment, il a été démontré 

que l'obtention d'un clone cellulaire androgéno-indépendant issu de la lignée hormono-

dépendante LNCaP était corrélée à une diminution de l'expression de la protéine p53 et à 

l'augmentation de l'expression de bcl-2 (Tso et al., 2000). L'activation de l'oncogène bcl-2 

inhibe l'apoptose induite par p53 et prolonge la survie cellulaire sans affecter la prolifération 

(Chiou et al., 1994). 
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I -  1 -  1 -  1 -  4 -  Les télomérases 

La division in vitro des cellules embryonnaires humaines non pathologiques est 

limitée en moyenne à une cinquantaine de mitoses. Les cellules présentent alors des signes de 

sénescence puis meurent par apoptose. Dans une population cellulaire normale il existe en 

effet un « compteur de cycles » dénombrant les divisions cellulaires. Le principe du 

fonctionnement de ce système se situe au niveau des télomères des chromosomes. Ces 

structures se raccourcissent à chaque cycle cellulaire (Figure B5). Après un certain nombre de 

divisions, les télomères devenus trop courts sont responsables de l’induction d’un signal à 

l’origine de l’entrée des cellules en sénescence. Si les cellules n’entrent pas en sénescence, un 

dernier raccourcissement des télomères déclenche un chaos chromosomique (fusions, 

dislocations chromosomiques) fatal à toute cellule non pathologique (Hahn et al., 2001 ; 

Gisselsson et al., 2001).  

 

 

 

Figure B5 : Principe du raccourcissement des télomères. 
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Les télomères sont des complexes d’ADN et de protéines qui constituent l’extrémité 

des chromosomes et les protègent des dégradations et des fusions termino-terminales. Chez 

l’Homme, la partie nucléique a une taille comprise entre 5 et 15 kb et correspond à la 

répétition du fragment (TTAGGG)n (Callen et al., 2004). Ce sont des régulateurs du nombre 

de réplications programmées pour une cellule. 

Dans les cellules normales les télomères se raccourcissent progressivement, de 

division cellulaire en division cellulaire, à raison de 50 à 200 pb à chaque mitose. Cette 

disposition est associée au contrôle de la limitation du caractère prolifératif de ces cellules. Ce 

phénomène serait lié à l’incapacité des ADN polymérases à répliquer les extrémités ADN 

linéaires des chromosomes eucaryotes. Au contraire, les télomères des cellules cancéreuses 

gardent une longueur stable, ce qui implique le fait que ces cellules ont acquis la capacité de 

maintenir la stabilité des séquences télomériques du fait de l’activité des télomérases. Pour 

cela, les télomérases réparent systématiquement les télomères en ajoutant des séquences 

TTAGGG en 3’ des télomères lésés (Counter et al., 1992). 

Les télomérases sont des enzymes dont l’activité est responsable du potentiel 

prolifératif indéfini des cellules tumorales. Une activité télomérase est constatée dans 85% à 

90% des cancers humains. Chez l’Homme, l’activité télomérase n’existe pas dans les cellules 

différenciées. Elle n’est observée que dans les cellules germinales et les cellules souches 

intestinales, hématologiques et cutanées (Forsyth et al., 2002). Les télomérases ont un rôle 

fondamental dans l’immortalisation des cellules. Ces enzymes sont constituées de deux sous-

unités principales : une sous-unité hTR (human Template RNA) et une sous-unité hTERT 

(human Telomerase Reverse Transcriptase), ayant une homologie avec la transcriptase inverse 

du virus du SIDA. La sous-unité catalytique hTERT semble avoir un rôle prédominant. Cette 

protéine fait partie de la famille des transcriptases inverses. Elle est exclusivement exprimée 

dans les cellules présentant une activité télomérase. L’activation de hTERT correspond à une 

étape décisive de la progression tumorale et se trouve être substantiellement impliquée dans la 

transformation maligne des cellules humaines (Arai et al., 2002 ; Moriarty et al., 2002). 
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I -  1 -  1 -  2 -  Caractéristiques des cellules cancéreuses 

I -  1 -  1 -  2 -  1 -  Morphologie 

Bien qu’elles conservent souvent des caractéristiques biologiques résiduelles des 

cellules normales, les cellules tumorales acquièrent des propriétés nouvelles dues à la 

transformation maligne. En outre, la cellule tumorale est souvent plus grande que la cellule 

qui lui a donné naissance, jusqu'à devenir dans certains cas une cellule géante. L'augmentation 

de taille des cellules n'est pas uniforme au sein d'une même population. Ce phénomène est 

désigné par le terme d'anisocytose. Cette caractéristique n'est cependant pas spécifique aux 

lignées cancéreuses. 

Il est généralement observé une augmentation du rapport nucléoplasmique du fait 

d’une augmentation globale du volume nucléaire. Les cellules néoplasiques présentent 

généralement un noyau d’aspect irrégulier et pouvant posséder plusieurs nucléoles. On 

constate également une augmentation de la baso-chromatine qui est irrégulièrement répartie. 

Le caryotype est anormal. Les chromosomes peuvent présenter des formes anormales, par 

exemple en X, en V ou en cercle.  

Le cytoplasme présente généralement une basophilie accrue, par augmentation de la 

quantité d’ARNm. Il est peu abondant, souvent vacuolisé, avec un réseau de filaments 

d’actine désorganisé et une augmentation du nombre des ribosomes. Les filaments 

intermédiaires, quant à eux, ne sont pas modifiés. Le cytoplasme des cellules cancéreuses peut 

contenir des inclusions de kératine, de mélanine, de lipides, de glycogène. 

Le plasmolemme est modifié, sa teneur en acides sialiques et en gangliosides est 

diminuée. La mobilité latérale de ces protéines intrinsèques est souvent augmentée. La 

quantité de fibronectines est généralement plus basse que dans les cellules normales. 

Le nombre des mitochondries est réduit. Celles-ci sont parfois fragmentées et 

présentent un nombre de crêtes inférieur à celui des cellules non cancéreuses. Le génome 

mitochondrial peut se révéler anormal. Par exemple, dans le cas de certaines leucémies, la 

quantité d’ADN mitochondrial est amplifiée et le génome se présente sous la forme de 

chaînons d’ADN circulaire. De plus, les enzymes mitochondriales peuvent être altérées ou 
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quantitativement réduites. C’est notamment le cas de la F1-ATPase et de la glutamate 

déshydrogénase. 

 L’observation en microscopie électronique des membranes cellulaires indique un 

aspect irrégulier et une structure épaissie. On observe des microvillosités. Les desmosomes 

sont altérés, ce qui rend les cellules moins cohésives. 

I -  1 -  1 -  2 -  2 -  Métabolisme 

Il est commun de mettre en avant un certain nombre de différences fondamentales 

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

  - La division des cellules cancéreuses, astreinte dans le cas de cellules 

normales à de nombreuses régulations, devient incontrôlée. Les cellules prolifèrent et leur 

multiplication anarchique est à l’origine de la génération de lignées dites « immortelles ». Ce 

processus tient un rôle essentiel dans la transformation maligne, car il permet l’accumulation 

d’un grand nombre d’anomalies dans le génome des cellules de la lignée. Des anormalités 

peuvent survenir au moment des mitoses, comme des dissymétries de répartition, une 

dispersion anarchique avec répartition chromosomique inégale. On constate également parfois 

des anomalies globales, comme l’absence de clivage des noyaux malgré la présence de 

fuseaux. Le nombre de chromosomes peut être modifié et l’on peut constater une polyploïdie 

(3N, 4N, 8N chromosomes) ou une haploïdie (N chromosomes) (Lengauer et al., 1998 ; 

Ponder 2001). Cette instabilité génomique est un évènement précoce qui tient un rôle 

fondamental dans la progression tumorale (Tlsty et al., 1992). 

  - La seconde différence remarquable est l’autonomisation de la division 

cellulaire. Les cellules saines ne se divisent que lorsqu’elles en reçoivent l’information. De 

nombreuses molécules, inhibitrices ou stimulatrices, exercent par leur activité le contrôle de la 

division cellulaire. Cette information peut être transmise de cellule à cellule par 

l’intermédiaire d’un certain nombre de jonctions permettant la communication inter-cellulaire. 

Une cellule cancéreuse a perdu une partie de ces capacités de relation cellule-cellule et 

devient en quelque sorte autonome, moins assujettie aux régulations pouvant lui être 

transmises par les cellules à proximité. 
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  - Une autre singularité des cellules cancéreuses par rapport aux cellules 

normales réside en leur perte de l’inhibition de contact. Les cellules saines, lorsqu’elles se 

sont divisées jusqu’à arriver au contact les unes des autres subissent une pression de contact 

exercée sur leur cytosquelette. Cette contrainte physique est à l’origine de l’activation d’une 

voie de transduction du signal responsable de l’inhibition spécifique du processus de division 

cellulaire. Les cellules cancéreuses sont caractérisées par une perte de cette inhibition de 

contact. Leur nombre s’accroît régulièrement alors qu’il reste relativement constant dans les 

tissus sains. Ce phénomène est à l’origine du développement d’une hyperplasie, puis d’une 

tumeur.  

  - Une quatrième particularité de ces cellules est à retenir. Elle repose sur leur 

capacité de migration et d’infiltration des tissus voisins, à l’origine de leur envahissement. 

Certaines cellules, appelées cellules métastatiques, peuvent en effet se détacher du foyer 

tumoral d’origine et s’infiltrer au travers des structures tissulaires à proximité par 

l’intermédiaire de la sécrétion de protéases qui dissocient les tissus permettant à ces cellules 

de s’insinuer à travers les membranes tissulaires et éventuellement de rejoindre la circulation 

générale. Les cellules métastatiques sont ainsi véhiculées en de nombreux points de 

l’organisme et peuvent alors coloniser de nouveaux territoires, assurant par là-même la 

dissémination des cellules tumorales.  

  - De plus, on observe la plupart du temps dans le cas des cellules tumorales une 

perte de la nécessité d’ancrage, disposition qui confère en particulier aux cellules cancéreuses 

la capacité de se développer selon des conditions variables, et de poursuivre leur prolifération 

en milieu semi-fluide ou fluide, lors de la dissémination métastatique par exemple. Les 

cellules cancéreuses bénéficient par ailleurs d’une perte du point de restriction, ce qui leur 

permet, par opposition aux cellules normales, de poursuivre leur cycle cellulaire au delà de la 

phase G1 en cas de carence voire d’absence de certains facteurs de croissance. 
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I -  1 -  2 -  Les voies du développement tumoral 

I -  1 -  2 -  1 -  L’angiogenèse 

I -  1 -  2 -  1 -  1 -  Définition et caractéristiques générales 

L’angiogenèse est le processus physiologique par lequel se forment les nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir du réseau vasculaire pré-existant. Elle est à distinguer de la 

vasculogenèse qui correspond à la constitution du réseau vasculaire initial au moment du 

développement embryonnaire (Risau, 1997). Dans les conditions physiologiques normales, 

l’angiogenèse tient un rôle important dans un certain nombre de processus biologiques tels 

que l’implantation du placenta, le renouvellement de l’endomètre, la formation du corpus 

luteum, la réparation tissulaire lors d’ischémies cardiaques et périphériques ou encore la 

cicatrisation. 

Cependant, des anomalies dans la régulation normale du processus angiogénique 

peuvent être à l’origine d’un développement incontrôlé des nouveaux vaisseaux sanguins. La 

néovascularisation excessive peut alors participer à l’apparition ou à la progression de 

certaines pathologies comme les ulcères duodénaux, les arthrites rhumatoïdes, les 

rétinopathies diabétiques, les hémangiomes infantiles, l’athérosclérose, le psoriasis ou encore 

le développement tumoral. Les cellules de l’endothélium des vaisseaux comptent pourtant 

parmi les plus stables de l’organisme. En dehors du processus angiogénique, leur temps de 

renouvellement peut aller jusqu’à deux ou trois années, mais cette période est réduite à 

seulement cinq jours au moment de l’angiogenèse. 

I -  1 -  2 -  1 -  2 -  Angiogenèse et progression tumorale 

Le développement tumoral nécessite la mise en place d’une vascularisation riche et 

adaptée aux spécificités métaboliques des cellules cancéreuses. En effet, afin d’assurer leur 

prolifération, les cellules tumorales ont besoin d’un apport en oxygène et en nutriments 

proportionnel à leur forte consommation énergétique. Par ailleurs, il leur est également 

indispensable de pouvoir éliminer les déchets provenant de leur métabolisme. Tant que 

l’épaisseur de la tumeur est inférieure à 1 ou 2 mm3, la simple diffusion à travers la paroi des 

vaisseaux à proximité suffit généralement à permettre ces échanges (Folkman, 1990). La 
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distance maximale entre le foyer tumoral et un vaisseau excède rarement 150 à 200 microns ; 

au-delà, la diffusion de l’oxygène n’est pas possible.  

Par ailleurs, dans une tumeur, l’activité mitotique diminue considérablement en 

s’éloignant des vaisseaux. Pour poursuivre son développement prolifératif, la tumeur répond 

donc à cette nécessité vasculaire impérative en synthétisant puis en secrétant des facteurs de 

croissance des vaisseaux destinés à stimuler l’angiogenèse à sa proximité immédiate (Figure 

B6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure B6 : Principe général de l’angiogenèse tumorale. 
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Il est désormais reconnu qu’il existe une corrélation entre le potentiel métastatique de 

nombreuses tumeurs et leur niveau de vascularisation. C’est le cas notamment de très 

nombreux carcinomes mais également de tumeurs des tissus mous, de tumeurs du système 

nerveux central et de myélomes (Weidner et al., 1995). Par ailleurs, la densité de la 

vascularisation intratumorale est considérée comme un élément de pronostic fiable. 

I -  1 -  2 -  1 -  3 -  Chronologie de l’angiogenèse tumorale 

Le déclenchement du processus angiogenique est la conséquence d’une situation 

hypoxique intratumorale. La prolifération anarchique et rapide du tissu tumoral en formation 

génère la formation de zones peu ou pas oxygénées au sein de la tumeur, ainsi que la 

compression des capillaires à proximité. L’activation de l’angiogenèse est alors réalisée par 

les cellules cancéreuses elles-mêmes, qui synthétisent et secrètent plusieurs types de 

molécules angiogéniques, comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), dont les 

gènes sont régulés par un facteur sensible à l'hypoxie, nommé HIF-1α (Hypoxia Inducible 

Factor1α) (Fang et al., 2001), ainsi que le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), qui 

diffusent jusqu’aux vaisseaux pré-existants (Skoldenberg et al., 2001). Ces molécules 

stimulent la production de collagénase, d’héparinase, d’activateur du plasminogène (uPA), de 

métalloprotéinases de la matrice (MMP), telles que MMP-2 et MMP-9, par les cellules de 

l’endothélium des vaisseaux sanguins (Figure B7). 

 

Ces enzymes sont à l’origine de la dégradation de la membrane basale qui entoure et 

soutient les vaisseaux. En effet, l’espace extracellulaire est composé d’un réseau complexe et 

dense que les cellules endothéliales doivent dégrader avant de pouvoir y migrer. La 

dégradation de la matrice extracellulaire a donc pour conséquence non seulement de libérer 

des facteurs de croissance qui, en l’absence de dégradation, resteraient séquestrés dans la 

matrice mais également de créer un espace libre pour les cellules endothéliales migrantes.  
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Figure B7 : Les étapes de l’angiogenèse tumorale. 

 

Le premier obstacle que rencontre la cellule endothéliale est formé par la membrane 

basale. Elle est constituée de collagène de type IV, de laminine, de fibronectine et d’autres 

composants matriciels. La MMP-2, aussi appelée collagénase de type IV, participe à la 

dégradation de la membrane basale. Une fois cette barrière vasculaire franchie, les cellules 

endothéliales doivent progresser au travers des fibrilles de collagène, d’élastine, de protéines 

microfibrillaires et de protéoglycanes. La MMP-9, ou gélatinase B, lyse les fibres d’élastine et 

les noyaux protéiques des protéoglycanes  (Iurlaro et al., 1999 ; Edwards et al., 2003). 
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Parallèlement, les cellules endothéliales activées par les facteurs de croissance 

acquièrent de nouvelles caractéristiques de prolifération et d’invasion tissulaire. Elles se 

détachent de la matrice extra-cellulaire et migrent en direction du stimulus angiogénique 

libéré par la tumeur, amorçant ainsi le bourgeonnement orienté du vaisseau parental. 

I -  1 -  2 -  1 -  4 -  Initiation du processus angiogénique 

A ce jour, il est connu que l’activation moléculaire initiale de la formation des néo-

vaisseaux sanguins se fait par l’intermédiaire d’une interaction entre le récepteur VEGFR-1 

(Flt-1) ou le récepteur VEGFR-2 (Flk-1, KDR), localisés sur l’endothélium des vaisseaux 

sanguins, et de nombreux facteurs de croissance tels le VEGF (ou VEGF-A), le VEGF-B, le 

VEGF-C, le VEGF-D, le VEGF-E ou encore le PlGF (de Vries et al., 1992 ; Brown et al., 

1993 ; Plate et al., 1994 ; Viglietto et al., 1995 ; Meyer et al., 1999) (Figure B8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure B8 : Facteurs de croissance et récepteurs des synthèses vasculaires. 
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Il est actuellement décrit que VEGFR-1 est davantage impliqué dans la perméabilité 

cellulaire tandis que le récepteur VEGFR-2 est inducteur de l’effet mitogène et de la réponse 

proliférative des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (Colavitti et al., 2002). Par 

ailleurs, il est désormais connu que le récepteur VEGFR-1, qui peut être exprimé soit sous 

forme membranaire soit sous forme soluble, est plus spécifiquement activé par VEGF-A, 

VEGF-B et PlGF, alors que le récepteur VEGFR-2 semble davantage sous la dépendance des 

facteurs VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E (Cross et al., 2003). 

Les facteurs de croissance de l’endothélium des vaisseaux sanguins sont des molécules 

fondamentales dans la biologie tissulaire normale et pathologique, dont la concentration doit 

être strictement contrôlée. Ainsi, l’inactivation d’un seul allèle du gène VEGF suffit à induire 

une létalité embryonnaire précoce. Ces facteurs angiogéniques qui commandent indirectement 

la formation des néo-vaisseaux sont synthétisés par les cellules cancéreuses lorsque certaines 

conditions limites sont atteintes. Ce sont ces conditions particulières, notamment hypoxiques, 

qui engendrent la surexpression des gènes des facteurs de croissance de l’endothélium des 

vaisseaux sanguins. 

La voie de signalisation en réponse aux conditions hypoxiques, principal facteur 

limitant le développement tumoral initial, débute par l’activation du facteur HIF-1α. Celle-ci 

est induite par la molécule d’hème, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui sont 

produites par les mitochondries en cas de carence oxygénique, ainsi que par des cascades de 

phosphorylation cytoplasmiques. Les espèces réactives de l’oxygène ont en particulier une 

fonction de stabilisation du complexe HIF-1α en réponse aux variations des potentiels 

d’oxydo-réduction (Chandel et al., 1998). 

Le complexe HIF-1 est constitué par deux sous-unités protéiques : HIF-1β/ARNT 

(aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), qui est continuellement exprimée, et HIF-1α, 

qui n’est présente qu’au moment de la survenue de conditions hypoxiques. En fait, la sous-

unité alpha est également synthétisée continuellement mais elle est systématique dégradée 

dans les conditions normoxiques, alors qu’elle s’accumule très rapidement dès l’apparition 

d’une carence en oxygène (Salceda et al., 1997). Il devient alors possible à HIF-1α, en 

démasquant son signal de localisation nucléaire (NLS), d’être internalisée et transloquée au 

travers de la membrane nucléaire. Un facteur nucléaire ARNT est alors recruté par HIF-1α et 
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l’hétérodimère formé reconnaît la structure génique de l’élément de réponse à l’hypoxie 

(HRE). L’activation finale des promoteurs des gènes des facteurs de croissance est réalisée 

lorsque les coactivateurs transcriptionnels, CPB (CREP binding protein) et p300 terminent la 

complexation avec HIF-1α-ARNT et HRE. (Kallio et al., 1998). 

I -  1 -  2 -  1 -  5 -  Rôle des intégrines 

Ce sont des protéines insérées dans la membrane plasmique. Certaines sont impliquées 

dans le remodelage vasculaire au cours de l’angiogenèse. Elles sont formées par deux 

domaines, l’un intracellulaire court et l’autre, extracellulaire beaucoup plus volumineux. Le 

domaine extracellulaire interagit avec des protéines de la matrice extracellulaire alors que le 

domaine intracellulaire interagit avec certaines protéines du cytosquelette. Les intégrines ont, 

en particulier, une implication dans la communication cellulaire. Elles permettent d’assurer la 

transduction des signaux cellulaires entrant ou sortant. Elles sont formées par deux sous-

unités α et β constituant un hétérodimère (Figure B9). Il existe 18 types de sous-unités α et 8 

types de sous-unités β dont les assemblages peuvent être à l’origine d’une vingtaine 

d’intégrines différentes (Sanchez-Madrid et al., 1983 ; Longhurst et al., 1998). 

 

     

 

Figure B9 : Structure générale des intégrines. 
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Parmi celles-ci, l’intégrine αvβ3 a un rôle substantiel dans la différentiation des cellules 

de l’endothélium des vaisseaux sanguins en voie d’angiogenèse. Elle se trouve être très 

fortement exprimée dans les néo-vaisseaux aussi bien au cours de la vasculogenèse que de 

l’angiogenèse inflammatoire ou tumorale. Elle est en revanche faiblement exprimée dans les 

vaisseaux matures. 

L’intégrine αvβ3  interagit avec de nombreuses protéines de la matrice extra-cellulaire, 

comme la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine, le facteur Von Willebrand ou 

encore l’ostéospondine. La fixation se fait par un motif RGD (séquence arginine-glycine-

aspartyl). Cependant, l’intégrine αvβ3 interagit également avec la protéine MMP-2 (Matrix 

Metallo Protease-2) qui intervient dans la dégradation de la matrice extracellulaire durant 

l’angiogenèse. L’interaction entre les deux protéines se fait par le domaine C-terminal de 

MMP-2 nommé PEX (Brooks et al., 1996). L’angiogenèse induite expérimentalement sur la 

membrane chorioallantoïque de poulet peut être empêchée en utilisant une protéine PEX 

recombinante ne permettant pas l’interaction entre MMP-2 et l’intégrine αvβ3 (Brooks et al., 

1998). La relation entre les deux protéines a ainsi été rapidement admise comme une 

condition indispensable au déroulement de l’angiogenèse. 

L’activation du récepteur aux facteurs de croissance des vaisseaux sanguins VEGFR-2 

nécessite l’intervention de la protéine αvβ3. Ce récepteur qui commande en partie l’activité 

mitogénique des cellules endothéliales ne peut effectivement être phosphorylé, et donc activé 

que si celles-ci adhèrent à la vitronectine par l’intermédiaire de l’intégrine αvβ3 (Soldi et al., 

1999). 

Enfin, l’intégrine αvβ3 a été décrite comme étant un ligand du récepteur β au PDGF 

(facteur de croissance dérivé des plaquettes) (Borges et al., 2000). L’interaction du récepteur 

avec le domaine cytoplasmique β3 de l’intégrine entraîne une augmentation de l’activité 

tyrosine kinase et de la transduction d’un signal cellulaire aboutissant à l’expression des gènes 

favorisant la migration et la prolifération cellulaire au moment du processus angiogénique. 
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I -  1 -  2 -  1 -  6 -  Les marqueurs de l’angiogenèse 

Le détail de la néo-vascularisation sanguine ne peut être pris en considération 

totalement sans qu’il soit possible d’accéder à des molécules spécifiques, connues et 

détectables, permettant de la qualifier ou de la quantifier à un moment déterminé. Des 

marqueurs exprimés exclusivement par les cellules de l’endothélium de ces vaisseaux sont des 

outils indispensables à la compréhension, l’interprétation et la résolution de l’angiogenèse 

tumorale. 

CD34 est une intégrine de la famille des sialoglycoprotéines, encore appelée 

sialomucine, qui est exprimée par toutes les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. 

Des isoformes de CD34 sont par ailleurs exprimés dans un grand nombre de tissus. Par 

exemple, dans le tissu hématopoïétique, il existe un isoforme de CD34 qui est exprimé par les 

progéniteurs de l’hématopoïèse, les cellules endothéliales et certaines cellules du stroma. 

Cette protéine est impliquée dans le contrôle de la différentiation des cellules souches 

hématopoïétiques (Healy et al., 1995).  

CD31 ou PECAM 1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule) est exprimée à la 

surface des endothéliums vasculaires sanguins et des polynucléaires. Cette intégrine est un 

récepteur d’adhérence au collagène impliqué dans la liaison et l’agglutination plaquettaire à 

l’endothélium sous-jacent. Les plaquettes, qui se fixent au niveau d’un site vasculaire 

endommagé sont activées, initient la sécrétion du contenu des granules avant la coagulation. 

Ce marqueur est considéré comme l’un des marqueurs de choix de l’endothélium des 

vaisseaux sanguins. 

Le récepteur aux facteurs de croissance de l’endothélium des vaisseaux sanguins 

VEGFR-2 est également un bon moyen de caractériser ces structures. Cependant, la 

spécificité de cette protéine est mise en cause du fait de son expression dans d’autres tissus et 

organes. Elle ne peut par conséquent pas être considérée comme un marqueur idéal et est 

généralement utilisée pour confirmer les résultats obtenus avec d’autres marquages.  

Tie 2 est un marqueur spécifique des cellules endothéliales et de leurs précurseurs. Il 

s’agit d’un récepteur sensible à l'angiopoïétine. Son activation est à l’origine de la libération 
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de PDGF et de HB-EGF, et par suite de la migration des cellules mésenchymateuses vers les 

cellules endothéliales, avant leur différentiation en péricytes et cellules musculaires lisses. 

La neuropiline 1 (Nrp1) est un co-récepteur du VEGF. Elle participe à l’induction 

mitogénique des cellules endothéliales vasculaires. L’inactivation du gène de la neuropiline 1 

provoque une létalité embryonnaire et un développement anormal du système 

cardiovasculaire chez le poulet (Moyon et al., 2001). Cependant, son implication dans 

d’autres processus biologiques, comme la neurogenèse, ne permet pas de considérer cette 

molécule comme un marqueur très spécifique de l’endothélium des vaisseaux sanguins. 

 

eNOS est une protéine membranaire des cellules endothéliales localisée au niveau de 

l’appareil de Golgi et de microdomaines plasmiques appelés cavéoles. Elle permet la synthèse 

de monoxyde d’azote (NO) par les cellules de l’endothélium des vaisseaux. En effet, le 

monoxyde d’azote est un médiateur très important de nombreuses fonctions du système 

cardiovasculaire. 

La P-sélectine ou CD62P, glycoprotéine de la membrane des granules, est exprimée à 

la surface des plaquettes et des cellules endothéliales lors de leur activation. Elle tient un rôle 

dans l’extravasation des leucocytes vers les sites d’inflammation. Ce marqueur 

immunologique est quelquefois utilisé pour la détection des cellules endothéliales. 

I -  1 -  2 -  2 -  La lymphangiogenèse 

I -  1 -  2 -  2 -  1 -  Définition et caractéristiques générales 

D’une manière comparable au processus angiogenique, les tumeurs ont la capacité 

d’induire la formation de néo-vaisseaux lymphatiques en direction du tissu tumoral, à partir 

de vaisseaux préexistants. Ce phénomène de lymphangiogenèse tumorale est à l’origine d’une 

amélioration des conditions du développement tumoral et d’une potentialisation de la 

dissémination des métastases dans de nombreux types de cancers, comme les cancers du sein, 

du poumon, des testicules, du col utérin, de la sphère ORL ou encore les mélanomes (Swartz 

et al., 2001; Stacker et al., 2002).  
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Les connaissances actuelles concernant la lymphangiogenèse sont en pleine expansion 

depuis quelques années mais accusent cependant un retard important en comparaison avec 

celles relatives à l’angiogenèse. Cette circonstance est notamment la conséquence de la 

découverte tardive de molécules permettant l’identification, et par conséquent l’étude, des 

structures qui interviennent dans le fonctionnement et la physiologie du système lymphatique.  

I -  1 -  2 -  2 -  2 -  Lymphangiogenèse et progression tumorale 

Le réseau des vaisseaux lymphatiques intervient dans les échanges entre les cellules 

tumorales et le milieu environnant en constituant une interface entre les cellules et le sang. En 

effet, l’approvisionnement des cellules en nutriments, qu’elles soient tumorales ou non, ne se 

fait pas directement par le sang : du plasma s'infiltre continuellement entre les cellules, 

constituant la lymphe interstitielle qui baigne les tissus et assure le transport intermédiaire des 

nutriments jusqu'aux cellules. Ces échanges sont bidirectionnels et permettent également 

l'évacuation des déchets du métabolisme cellulaire. Cette détoxication du milieu péri-tumoral 

est indispensable à la croissance optimale des tumeurs dont le métabolisme prolifératif est 

fortement producteur de résidus dénaturés, finalement canalisés dans les voies lymphatiques 

avant leur élimination via la circulation sanguine (Saharinen et al., 2004). 

Les cellules cancéreuses traversant un ganglion lymphatique y sont généralement 

séquestrées. Elles sont alors détruites mais peuvent, dans certaines circonstances, s'y 

développer, formant ainsi un foyer tumoral secondaire. C'est souvent le cas dans les cancers 

du sein où le ganglion sous-axillaire constitue généralement le premier relais métastatique. 

Dans de tels types de cancer, les vaisseaux lymphatiques peuvent être altérés lorsque la 

tumeur exerce une compression gênant la circulation lymphatique. On peut alors déplorer 

l'apparition d'un lymphœdème autrefois souvent à l'origine d'un gros bras. 

Le premier ganglion concerné par un éventuel envahissement axillaire issu d’une 

tumeur primitive est le ganglion sentinelle. L’étude histologique après biopsie de ce ganglion 

en cas de doute est donc théoriquement prédictive de celle de l’intégralité de la chaîne 

ganglionnaire. Des techniques de marquage du ganglion sentinelle destinées à le localiser puis 

à l’exciser pour examen anatomopathologique ont été développées afin de préciser certains 

diagnostics. Ainsi, pour la localisation du ganglion sentinelle par utilisation d’un colorant 
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bleu, il est défini comme étant le ganglion marqué le plus proche du bord du colon ou le 

ganglion situé à l’extrémité d’un canal lymphatique coloré même si le ganglion n’est pas bleu 

(Giuliano et al., 1997, Taback et al., 2002). Pour le marquage par radio-isotopes, le ganglion 

sentinelle est défini comme celui dont la radioactivité est dix fois supérieure aux autres (Cox 

et al., 2000). En utilisant ces techniques, il a été mis en évidence à la suite du prélèvement de 

60 ganglions sentinelles sur 42 patients, que lorsque le ganglion sentinelle est négatif après 

analyse histologique classique (hématoxyline-éosine) et cytokératine immunohistochimie, la 

probabilité qu’un autre ganglion soit envahi est inférieure à 0,1% (Turner et al., 1999). 

Par ailleurs, la recherche du ganglion sentinelle, premier relais de drainage 

lymphatique des tumeurs colorectales, puis son analyse anatomopathologique, ont permis de 

déterminer une sous-classe de patients à risque de récidive, sans répercussion sur le geste 

chirurgical. La localisation est réalisée en per-opératoire, après ouverture du péritoine et 

injection en sous-séreux en péritumoral de 1 cm3 de bleu de Patenté. Le colorant est capté puis 

drainé par les capillaires lymphatiques jusqu’au ganglion sentinelle qui est prélevé puis 

soumis à une analyse (histologique et) immuno-histologique (Braat et al., 2004). 

Au cours du développement tumoral, on constate généralement une augmentation de la 

vascularisation péri-tumorale. Au niveau des voies lymphatiques, il est couramment observé 

un accroissement significatif de la longueur et du diamètre des vaisseaux ainsi que l'apparition 

de nouvelles ramifications vasculaires. Cependant, les tumeurs possèdent rarement un 

système vasculaire lymphatique intrinsèque, mais plus généralement des vaisseaux dilatés 

dans le stroma péri-tumoral, pénétrant occasionnellement en périphérie dans la tumeur. Par 

ailleurs, il est désormais établi que les vaisseaux lymphatiques participent à la propagation 

tumorale en constituant une voie privilégiée de la dissémination métastasique (Pepper et al., 

2003). L'augmentation du nombre et du diamètre des ramifications lymphatiques à proximité 

des tumeurs correspond à une forme de potentialisation de la dissémination des métastases. 

La pénétration des cellules cancéreuses des espaces péri-ductaux à travers la paroi des 

vaisseaux lymphatiques s'effectue par diffusion au travers des béances offertes par les sinus 

lymphatiques ou par digestion protéolytique de la fine matrice des vaisseaux. Les cellules 

cancéreuses sont alors véhiculées par le flux liquidien généralement jusqu'à leur arrivée dans 

des ganglions lymphatiques, avant de rejoindre la circulation sanguine par l'intermédiaire du 
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canal thoracique. Ils peuvent également former des micro-embols obstruant les capillaires 

lymphatiques, rejoindre alors les tissus à proximité par dégradation protéolytique de la 

matrice vasculaire et coloniser de nouveaux territoires de l'organisme en formant des foyers 

tumoraux secondaires. 

I -  1 -  2 -  2 -  3 -  Caractère lymphophile des cancers 

Certains cancers, comme les cancers du sein, du poumon, de la peau, des testicules, du 

col de l’utérus, de la thyroïde, ainsi que les tumeurs gastriques, ont un mode de dissémination 

métastatique qui s’effectue préférentiellement par l’intermédiaire des vaisseaux lymphatiques. 

Cette disposition est notamment favorisée par la présence de vaisseaux lymphatiques à 

proximité de la tumeur et la structure des vaisseaux lymphatiques. Quelques unes des 

caractéristiques du réseau lymphatique et des capillaires qui le composent permettent en 

particulier d’expliquer la promptitude des cellules métastatiques à rejoindre plus facilement le 

flux lymphatique que le flux sanguin. 

Le premier paramètre est l’immense étendue du réseau lymphatique, qui irrigue 

absolument tous les territoires tissulaires, à la seule exception du cerveau, selon des 

ramifications qui investissent les moindres méandres de l’organisme. 

Le second élément réside dans la structure même des capillaires lymphatiques. Ces 

micro-vaisseaux possèdent un endothélium extrêmement fin formé d’une couche unique de 

cellules aplaties bordée par une membrane basale interrompue voire inexistante. Leur paroi 

est plus souple que celle des capillaires sanguins. La dégradation de cet endothélium par les 

enzymes protéolytiques synthétisées par les cellules métastatiques est donc d’autant plus 

efficace. De plus, les capillaires lymphatiques présentent un diamètre plus important que les 

capillaires sanguins et offrent ainsi une surface de contact supérieure pour l’intrusion des 

cellules malignes. Par ailleurs, l’endothélium lymphatique est ponctué de jonctions 

intercellulaires lâches de type maculae adherens destinées à faciliter le captage de certaines 

macromolécules circulantes et qui constituent des portes d’entrées majeures pour les cellules 

métastatiques.  
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De plus, le flux liquidien à l’intérieur des vaisseaux lymphatiques est significativement 

plus faible que celui du système sanguin, et la différence de pression en résultant pourrait 

favoriser d’une part la pénétrabilité à l’intérieur du réseau lymphatique, et d’autre part la 

potentialité de formation des micro-embols souvent à l’origine de  foyers secondaires. 

I -  1 -  2 -  2 -  4 -  Cas particulier des lymphomes 

Les lymphomes sont des cancers du système lymphatique. Il s’agit de pathologies 

relativement rares, dont les manifestations initiales sont l’apparition d’un ou plusieurs 

ganglions volumineux indolores, souvent dans la région du cou, des aisselles ou de l’aine, 

avec parfois de la fièvre et des fatigues persistantes. Le diagnostic de certitude est réalisé par 

une biopsie suivie d’un examen histologique. Il permet en particulier de préciser le type du 

lymphome. Un bilan d’extension est toujours envisagé pour rechercher d’éventuelles 

diffusions dans le but d’affiner le traitement. Les lymphomes peuvent se développer à partir 

des lymphocytes B ou des lymphocytes T.  

La survenue d’un lymphome est d’autant plus probable que l’individu dispose de 

défenses immunitaires affaiblies ; ainsi, dans le cas des patients séropositifs, l’apparition d’un 

lymphome est potentialisée par l’absence de réponses immunitaires efficaces. Ce type de 

cancer représente environ 3% de tous les cancers et peut survenir à tout âge. 

I -  1 -  2 -  2 -  4 -  1 -  Maladie de Hodgkin 

Il s’agit d’un lymphome particulier mis en évidence pour la première fois par Thomas 

Hudgkin en 1832 et dont l’origine demeure à ce jour une énigme encore non résolue. Les 

circonstances selon lesquelles la transformation maligne se produit sont notamment discutées. 

Il ne semble pas que la maladie de Hodgkin soit d’origine héréditaire ni contagieuse. 

L’hypothèse d’une insertion virale est la plus communément admise. 

Contrairement aux autres lymphomes, qui peuvent survenir à tout âge, le lymphome 

d'Hodgkin est une pathologie qui concerne plus particulièrement les jeunes adultes et les 

enfants mais qui peut intervenir également chez des individus après 50 ans. Le lymphome de 

Hodgkin demeure cependant considéré comme un cancer du sujet jeune. L'âge médian au 
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moment du diagnostic est de 39 ans environ chez la femme et de 31 ans chez l'homme. Ce 

type de lymphome frappe environ 62000 individus chaque année dans le monde. Il est fatal 

pour 25000 d’entre eux. En France, l’incidence de la maladie est de 1,7 pour la femme et de 

2,4 pour l'homme, ce qui correspond à deux à trois nouveaux cas par an pour mille habitants. 

Ce cancer se caractérise par la formation de cellules anormales, dites réticulaires 

monstrueuses, dénommées cellules de Reed-Sternberg. Les cellules de Reed-Sternberg sont 

des cellules de grande taille, à noyau segmenté, qui contiennent plusieurs nucléoles et dont la 

chromatine est finement réticulée. Dans environ 50% des cas, les cellules de Reed-Sternberg 

sont infectées par le virus d’Epstein-Barr. 

Une extension de la maladie peut se produire soit par la voie lymphatique, soit par la 

voie hématogène. Le lymphome de Hodgkin se développe dans 65% des cas à partir des 

ganglions du médiastin, et s’étend ensuite par le canal thoracique vers le creux sus-

claviculaire jusqu’au niveau cervical. Une extension hématogène peut également se produire 

par l’intermédiaire du canal thoracique qui rejoint la circulation générale et favorise la 

dispersion viscérale, pulmonaire ou hépatique. Une atteinte splénique est constatée dans 50% 

des cas. Ces localisations spléniques sont à leur tour le point de départ d'une extension vers la 

chaîne ganglionnaire lombo-aortique. 

I -  1 -  2 -  2 -  4 -  2 -  Lymphomes malins non hodgkiniens 

Les lymphomes malins non hodgkiniens désignent un groupe hétérogène de 

proliférations monoclonales malignes de cellules des lignées lymphocytaires B et T, plus 

rarement des NK (natural killer), qui, bloqués à un stade de différenciation donné, sont à 

l’origine du développement de tumeurs au niveau des organes lymphoïdes, en particulier des 

ganglions. Le caractère hétérogène de ce type de cancer résulte de l’existence de nombreux 

types histologiques, de la localisation qui peut être ganglionnaire ou extra-ganglionnaire, ainsi 

que de l’existence de formes locales de cancers alors que d’autres se développent sous forme 

diffuse. 

Il s’agit de l’une des formes de cancer dont l’augmentation est la plus importante. Leur 

fréquence augmente d’environ 5% chaque année. La maladie concerne en tout premier lieu les 
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sujets âgés. On déplore une augmentation très importante de l’incidence de ces lymphomes 

chez les individus porteurs du virus du SIDA. Cependant, ces derniers ne représentent que 1% 

de tous les lymphomes malins non hodgkiniens recensés dans les pays occidentaux, ce qui est 

insuffisant pour interpréter l’augmentation générale de l’incidence de ces pathologies, dont les 

facteurs étiologiques sont encore mal connus. On ignore aujourd’hui quelle est la répercution 

de facteurs environnementaux humains, comme l’utilisation abusive de pesticides et d’engrais 

chimiques, l’exposition aux solvants et autres teintures, la pollution atmosphérique dans la 

participation à l’induction de cette maladie. 

I -  1 -  2 -  2 -  5 -  Mécanisme moléculaire de la lymphangiogenèse tumorale 

La formation des voies lymphatiques en réponse à une stimulation tumorale est 

assujettie à un certain nombre de régulations à l'origine de la transduction du signal 

lymphangiogénique. Ce processus est initié par l'activation du récepteur VEGFR-3 (Vascular 

Endothelial Growth Factor Receptor-3) localisé sur la membrane plasmique des cellules 

endothéliales des vaisseaux lymphatiques. Le récepteur VEGFR-3 est spécifiquement activé 

par les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D (Vascular Endothelial Growth Factor-C/-

D) (Aprelikova et al.,1992), dont l’activation est sous la dépendance d’un clivage 

protéolytique réalisé par la plasmine (McColl et al., 2003). Lorsque deux molécules de 

VEGF-C ou -D se fixent sur leur récepteur VEGFR3, il se produit au sein de la membrane 

cytoplasmique une dimérisation des monomères du récepteur. 

Ce processus engendre un rapprochement des domaines à activité tyrosine kinase 

aboutissant à une transphosphorylation des domaines intra-cytoplasmiques des récepteurs. Les 

récepteurs VEGFR-3 phosphorylés deviennent alors capables de se lier à une protéine de 

couplage GRB2 (Growth Factor Receptor-Bound protein 2), elle-même susceptible d'interagir 

avec une molécule messagère SOS. SOS se lie au complexe RAS-GDP inactif accolé à la 

membrane plasmique. Le remplacement de GDP (Guanosine 5’-DiPhosphate) par GTP 

(Guanosine 5’-TriPhosphate) permet la transformation en forme active RAF, amorçant une 

cascade de protéines kinases MEK (MAP/ERK Kinase). Ce processus aboutit à l'activation 

d'une protéine ERK (Extracellular signal Regulated Kinase) à l'origine de l'activation des 

facteurs de transcription nucléaires des gènes responsables de l’activité mitogène des cellules 
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de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques (Figure B10). Récemment, il a été mis en 

évidence que si les récepteurs VEGFR-3 sont exprimés en très grande majorité sur 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, certains récepteurs VEGFR-2 y sont également 

retrouvés et pourraient activer la transduction du signal lymphangiogénique par interaction 

avec le facteurs de croissance VEGF-A (Cross et al. 2003). 

 

 

 

 

 

Figure B10 : Mécanisme d’activation de la lymphangiogenèse. 
 

La transphosphorylation de deux monomères de récepteur VEGFR-3 permet l’activation 

d’une cascade de kinases impliquant les protéines RAS, RAF, MEK (MAP/ERK kinase) et 

ERK (extracellular signal regulated kinase). GRB2 : growth factor receptor-bound protein 2 ; 

SOS : son of sevenless ; FTN : facteur de transcription nucléaire. 
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I -  1 -  2 -  2 -  6 -  Les marqueurs de la lymphangiogenèse 

Pour détecter et quantifier la néo-vascularisation lymphatique, il est indispensable de 

disposer de molécules spécifiques des vaisseaux lymphatiques. Aucune molécule ne constitue 

à l’heure actuelle un marqueur garantissant une fiabilité rigoureuse pour révéler la présence 

des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques. Cette particularité constitue l’un 

des écueils principaux limitant les investigations concernant le remodelage lymphatique en 

pathologie humaine.  

Les récepteurs VEGFR-3, s’ils sont systématiquement mis en évidence au niveau des 

voies lymphatiques, sont aussi exprimés et détectés dans d’autres tissus ou organes tels que le 

cœur, les poumons ou les reins (Aprelikova et al., 1992). Ils se trouvent être par ailleurs 

surexprimés dans de très nombreux organes au cours de l’embryogenèse. Le récepteur 

VEGFR-3 n’est donc pas un marqueur idéal de la lymphangiogenèse, d’une manière 

comparable à d’autres molécules comme LYVE-1 et la podoplanine, qui sont également 

exprimés au niveau des vaisseaux lymphatiques (Nisato et al., 2004). 

En effet, LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1) est un 

récepteur à un glycosaminoglycane, l’acide hyaluronique, constituant de la matrice extra-

cellulaire, dont le transport s’effectue par les vaisseaux lymphatiques. Il est détecté sur la face 

externe de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques de nombreux tissus (Banerji et al., 

1999 ; Prevo et al., 2001) Cependant, il est désormais avéré que son expression n’est pas 

restreinte aux seuls vaisseaux lymphatiques. LYVE-1 est détecté en particulier au niveau des 

cellules de Kupffer, macrophages localisés sur la face luminale des sinusoïdes hépatiques 

(Mouta Carreira et al., 2001). 

La podoplanine est une glycoprotéine de la membrane des podocytes localisée à 

proximité des récepteurs VEGFR-3 au niveau des petits vaisseaux lymphatiques. Il a été 

démontré que cette molécule peut être utilisée en tant que marqueur de l’endothélium des 

capillaires lymphatiques (Breiteneder-Geleff et al., 1999). Sa fiabilité est cependant discutée. 

Il existe un autre marqueur des néo-vaisseaux lymphatiques : il s’agit de la protéine 

Prox 1 (Prospero-related homeobox 1) qui tient un rôle fondamental dans le développement 

précoce du système nerveux central. Elle pourrait réguler l’expression génique et le 
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développement des neurones natifs post-mitotiques indifférenciés. Prox 1 est considérée 

comme un marqueur approximatif de la lymphangiogenèse (Hong et al., 2004), car son 

expression a notamment été retrouvée au niveau cardiaque, hépatique et cérébral (Oliver et 

al., 1993; Zinovieva et al., 1996; Partanen et al., 2001).  

I -  1 -  3 -  La dissémination métastatique 

Les métastases sont des foyers tumoraux secondaires, issus de la tumeur primitive, et 

dont le développement autonome se réalise à distance du foyer initial. La disposition d'une 

tumeur primitive à disséminer ses cellules malignes à distance dépend principalement, d'une 

part de l'instabilité génotypique et donc phénotypique de ses cellules, et d'autre part de 

l'incapacité du système immunitaire à réaliser la destruction des cellules tumorales au cours 

du processus métastatique. Par ailleurs, les métastases sont généralement des structures de 

petite taille, parfois microscopiques, ce qui les rend difficilement détectables par les 

techniques actuelles aux stades précoces de leur évolution. 

De plus, les tumeurs secondaires dérivées des métastases, bien que quelquefois 

diagnostiquées avant la tumeur primitive sont fréquemment inopérables, et ne permettent 

qu’un recours à la chimiothérapie, avec ou sans le bénéfice supplémentaire de la 

radiothérapie. La dissémination des métastases constitue actuellement l'écueil majeur du 

traitement des tumeurs solides qui représentent plus de 95% des cancers, tous types 

histologiques confondus. 

I -  1 -  3 -  1 -  Les étapes du processus métastatique 

Dans un premier temps, des cellules se détachent du foyer tumoral primaire, et 

entament une dégradation des protéines constituant la lame basale de l’épithélium péri-

tumoral grâce à l’action de métalloprotéases qu’elles synthétisent et sécrètent, jusqu’à pouvoir 

le traverser et envahir l’espace péri-tumoral. Les cellules cancéreuses prolifèrent alors au sein 

du tissu conjonctif constituant le stroma péri-tumoral, entraînant des modifications de la 

composition de la matrice extra-cellulaire, l’induction d’une néo-angiogenèse, la formation de 

fibroblastes particuliers. 
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Une réaction inflammatoire avec infiltration de cellules immunitaires apparaît 

localement. L’ensemble des modifications des structures préexistantes induites par les cellules 

cancéreuses aboutit à la formation d'un tissu conjonctif et inflammatoire, associé aux cellules 

tumorales, que l’on appelle le stroma. Le stroma fait partie intégrante de la tumeur et participe 

à sa biologie. Il comporte généralement des cellules conjonctives, fibroblastes ou 

myofibroblastes, des néo-vaisseaux sanguins, ainsi que des fibres extra-cellulaires de 

collagène et d’élastine. Le stroma constitue donc un tissu de soutien et de nutrition (Ahmad et 

al., 1997) (Figure B11). 

 

 

 

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

 

Les cellules, qui évoluent en milieu peu propice, bénéficient de mutations perpétuelles 

dans le but de leur permettre une adaptation à leur nouvel environnement. Certaines d’entre-

elles sont capables de dégrader la fine membrane des vaisseaux sanguins et lymphatiques à 

proximité et parvenir à atteindre la circulation sanguine ou lymphatique.  
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Lorsqu’elles ont atteint un réseau vasculaire, qu’il soit sanguin ou lymphatique, les 

cellules sont véhiculées par le flux tout en poursuivant leur prolifération. Le complexe E-

CDK2 des cellules cancéreuses étant continuellement actif, les cellules tumorales ne 

requièrent pas nécessairement d’ancrage pour poursuivre leur processus prolifératif. Elles 

peuvent alors former des agrégats de cellules tumorales. Le taux de mort cellulaire est 

généralement très important. Les cellules qui survivent sont celles dont la mutagenèse est la 

plus active, qui parviennent ainsi à s’adapter à un milieu encore différent et hostile. La plupart 

des cellules encore vivantes sont devenues immunorésistantes. 

Les cellules s’immobilisent finalement dans des capillaires très fins où le flux 

liquidien est faible. L'arrêt des cellules dans la circulation est souvent associé à un micro 

thrombus, comprenant des plaquettes et des polynucléaires. Ces formations sont observées 

pendant quelques heures, puis elles sont généralement lysés par les enzymes fibrinolytiques, 

comme la plasmine, qui sont produits ou activés par les cellules tumorales. La digestion de la 

membrane basale de l'endothélium permet aux cellules cancéreuses de s'établir au sein du 

tissu conjonctif interstitiel sous endothélial et d'y croître, jusqu'à une taille approximative de 

0,2 à 0,3 mm3. Pour poursuivre son développement au-delà de cette limite, la mise en place 

d’une néo-vascularisation nutritive est indispensable au nouveau foyer tumoral. 

I -  1 -  3 -  2 -  Les voies de dissémination métastatique 

I -  1 -  3 -  2 -  1 -  L’extension lymphatique 

La dissémination des métastases par les voies lymphatiques représente la voie la plus 

récurrente de dissémination des carcinomes, c’est à dire des tumeurs cancéreuses qui affectent 

soit un tissu de revêtement comme l’épiderme ou les muqueuses, soit un tissu glandulaire. Les 

cancers les plus lymphophiles sont les cancers du sein, de la sphère ORL, du col de l’utérus, 

des poumons, de la peau et des testicules. L’extension par voie lymphatique est moins 

fréquente, bien qu’existante, dans le cas des sarcomes, c’est à dire des tumeurs malignes des 

tissus conjonctifs. Dans un premier temps, les cellules pénètrent à l’intérieur des vaisseaux 

lymphatiques, où elles sont portées par le flux liquidien jusqu’au ganglion le plus proche dont 

elles envahissent le sinus périphérique. L’atteinte par les cellules cancéreuses d’un ganglion 

satellite entraîne généralement une réaction inflammatoire à l’origine de la destruction des 
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cellules tumorales. Cependant, il est à noter que la présence d’un ganglion lymphatique 

inflammé dans la zone de drainage lymphatique d’une tumeur n’est pas systématiquement 

indicative de la présence d’un envahissement métastatique ganglionnaire. En effet, le drainage 

des antigènes et des débris cellulaires peut induire différentes réactions immunitaires au sein 

du ganglion. 

Les cellules métastatiques peuvent cependant traverser le premier ganglion et 

poursuivre leur cheminement vers les ganglions suivants. Elles peuvent également s’y 

installer et y demeurer dans un état de quiescence, et y proliférer ultérieurement.  

Cependant, dans la majorité des cas, les cellules cancéreuses qui atteignent un 

ganglion lymphatique s’y multiplient et l’envahissent. Elles rejoignent d’abord la capsule 

ganglionnaire et provoquent une lymphangite, inflammation à l’origine d’oedèmes de 

compression plus ou moins importants. L’invasion progressive des voies lymphatiques et de 

leurs chaînes ganglionnaires se poursuit jusqu’à la libération des éléments du flux 

lymphatique contenant les cellules métastatiques dans la circulation générale par 

l’intermédiaire du canal thoracique. L’atteinte du ganglion sus-claviculaire, dernier relais 

ganglionnaire avant la circulation générale, est un indice fort d’une diffusion imminente du 

processus cancéreux à tout l’organisme. 

La proximité des vaisseaux est suffisante pour permettre aux cellules métastatiques de 

rejoindre la circulation lymphatique. En effet, les vaisseaux lymphatiques ne pénètrent jamais 

en profondeur à l’intérieur du tissu tumoral, mais demeurent en bordure et tapissent 

généralement la masse cancéreuse, en s’insinuant légèrement et occasionnellement en 

périphérie dans la tumeur (Padera et al., 2002). 

I -  1 -  3 -  2 -  2 -  L’extension hématogène 

Les cellules cancéreuses peuvent atteindre cette voie soit secondairement par 

l’intermédiaire des voies lymphatiques qui aboutissent au réseau sanguin, soit directement par 

effraction des membranes vasculaires sanguines (Figure B12). 

La voie hématogène directe est d’autant plus facile à atteindre que la paroi des 

vaisseaux péri-tumoraux est fine et la pénétration des cellules tumorales se fait régulièrement 
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par l’intermédiaire des petits capillaires sanguins. Par ailleurs il existe, particulièrement dans 

le cas des sarcomes, des lacunes vasculaires bordées de cellules tumorales, qui favorisent 

davantage encore l’accélération du processus de dissémination. 

I -  1 -  3 -  2 -  3 -  La dissémination directe par cavité naturelle 

Elle peut se produire lorsqu'une tumeur maligne s'étend jusqu'à une cavité séreuse 

comme la cavité péritonéale, délimitée par le feuillet bordant les intestins ou la cavité 

pleurale, délimitée par les deux feuillets entourant les poumons, ou encore les espaces 

méningés et les cavités articulaires. Cet essaimage peut également intervenir à la suite de la 

rupture du tissu tumoral dans une cavité de l’organisme. 

 

 

Figure B12 : Les différentes voies de la dissémination métastatique. 
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I -  1 -  3 -  3 -  Différences entre les types tumoraux 

Il est établi que chaque type de tumeur emprunte une voie de dissémination spécifique. 

Les cellules tumorales ne sont pas disséminées de manière aléatoire dans l’organisme. Elles se 

répartissent et se développent préférentiellement dans certains tissus ou organes en fonction 

de leur tissu d’origine. Ainsi, il est connu que la dissémination se fait plutôt par la voie 

hématogène dans certains cas et plutôt par la voie lymphatique dans d’autres. L’évolution des 

cellules métastatiques au cours de cette dispersion dans l’organisme répond à des contraintes 

biologiques qui aboutissent à des cheminements et des localisations secondaires récurrentes et 

prévisibles. 

 - Dans le cas du cancer colorectal, les cellules cancéreuses dégradent et traversent dans 

un premier temps la paroi intestinale et peuvent se loger dans la masse adipeuse péri-rectale 

ou dans les parois du bassin. Les cellules métastatiques peuvent parfois se propager à d’autres 

tissus et organes comme la prostate, le vagin, la vessie, les uretères, le pancréas, le foie, la 

région rétro-péritonéale ou encore l'épiploon. D'autres segments de l'intestin grêle ou du gros 

intestin sont éventuellement concernés par une atteinte s'ils se trouvent être proches de la 

tumeur initiale (August et al., 1985 ; Chagpar et al., 2001). 

La diffusion se fait parfois par voie lymphatique, et de manière plus ou moins 

importante en fonction du degré de différenciation de la tumeur : lorsque la tumeur est 

indolente, l'atteinte des ganglions lymphatiques ne touche que 30% des patients, tandis que 

chez environ 80% d'entre eux, le système lymphatique est affecté si la tumeur est agressive. Il 

est par ailleurs connu que la diffusion dans le cas du cancer colorectal se fait aussi par la voie 

hématogène. Dans ce cas, le foie est le foyer métastatique le plus fréquent. Les poumons sont 

atteints dans un deuxième temps. Généralement, le cancer du côlon ne se propage pas à 

d'autres organes par voie hématogène sans avoir préalablement atteint le foie ou les poumons. 

Dans la plupart des cas, le foie est le seul organe touché (Brand et al., 1996). 

Que ce soit le système sanguin ou lymphatique qui est atteint, l'implantation des 

métastases peut survenir le long de la muqueuse interne de l'intestin, au niveau de l’espace 

intraluminal, et des cellules peuvent également atteindre la surface séreuse externe de 
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l'intestin vers laquelle les cellules issues de la tumeur se sont dirigées. Elles se nichent par 

ailleurs sur n'importe quelle surface de la cavité abdominale.  

- Dans le cas du cancer de l’estomac,  l’extension se fait directement au travers de la 

paroi stomacale en direction des organes adjacents et par la voie transcoelomique, vers la 

cavité péritonéale ou abdominale. La dissémination emprunte essentiellement la voie 

lymphatique et plusieurs ganglions peuvent être rapidement envahis (Borie et al., 2000). C’est 

le cas des ganglions situés à proximité de l’estomac, de la rate et du foie dans un premier 

temps. Rapidement, l’extension peut se poursuivre jusqu’au bord gauche du cou, à la 

clavicule gauche, au niveau du ganglion de Troisier, ou à l’aisselle gauche, au niveau du 

ganglion d’Irish. Un envahissement ganglionnaire de cette nature signe généralement le début 

de la symptomatologie tumorale. 

La dissémination amène à trouver des métastases au niveau de l’oesophage, de la 

cavité péritonéale, de la muqueuse de l’épiploon, du pancréas, du duodénum, de la rate, du 

colon, des ovaires, du rectum, des reins, des glandes surrénales, des poumons, des os et dans 

certains cas, du cerveau (Akiyama et al., 1998 ; Huguier et al., 2002).    

- Dans le cas des sarcomes osseux, la dissémination des métastases se fait 

principalement par voie hématogène. La pénétration des cellules malignes dans la circulation 

sanguine se fait tôt dans l’évolution de la maladie, avant même la survenue des premiers 

symptômes. Elle est ponctuée par l’installation de foyers secondaires dans les poumons. Des 

tumeurs secondaires sont généralement retrouvées sur d’autres structures osseuses ou à 

quelques centimètres du foyer initial (Daffner et al., 1997 ; Renard et al., 1999). 

- Les cancers du poumon ont une dissémination qui se fait essentiellement par voie 

lymphatique, mais parfois également par voie sanguine. En fonction de la localisation de la 

tumeur dans le poumon, le franchissement de l’organe, qui détermine l’évolution ultérieure de 

la maladie, est variable. Si la tumeur est située en surface du poumon, elle traverse la plèvre, 

et envahie le diaphragme ou la paroi thoracique. Si la tumeur a une position plus centrale dans 

le poumon, elle peut atteindre directement les ganglions lymphatiques hilaires, puis ceux du 

médiastin et autour de la trachée. Les vaisseaux lymphatiques sus-claviculaires, abdominaux 

et cervicaux sont des voies de dissémination fréquentes (Sugi et al., 2005) . 
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L’extension par la voie sanguine se fait par l’intermédiaire de la riche vascularisation 

pulmonaire. Les cellules passent dans le sang et son directement transportées vers le coeur qui 

expulse les cellules métastatiques dans tout l’organisme. 

Pour le cas des cancers pulmonaires à petites cellules, les foyers tumoraux secondaires 

apparaissent le plus souvent au niveau du foie, de la plèvre, des ganglions lymphatiques, des 

os, du système nerveux central, des glandes surrénales et du tissu sous-cutané, mais peut se 

généraliser à tout l’organisme. Dans les cancers pulmonaires non à petites cellules, 

l’extension atteint souvent la plèvre, la paroi du thorax, les ganglions lymphatiques et le 

diaphragme lorsque la dissémination se fait par la voie lymphatique. Lorsque les cellules 

disséminent par voie sanguine, elles atteignent les os, les glandes surrénales, le foie, le 

cerveau et le péricarde (Sagman et al., 1991 ; Fujisawa et al., 1995 ; Stenbygaard et al., 1999 ; 

Kagohashi et al., 2003). 

- Pour ce qui concerne les mélanomes, la proximité des structures vasculaires, 

sanguine ou lymphatique, détermine la voie de dissémination utilisée. Celle-ci, ainsi que la 

localisation de la tumeur initiale, détermine par ailleurs les localisations métastatiques. Dans 

tous les cas, les métastases peuvent être disséminées vers n’importe quelle partie du corps 

avec une prévalence pour les poumons, mais également les ganglions lymphatiques, le foie, le 

cerveau et la moelle épinière (Fornabaio et al., 1988). La voie lymphatique est cependant la 

plus fréquente (Dadras et al., 2003). 

- La tumeur de la prostate peut voir son développement se faire selon différentes 

modalités. Dans certains cas, la tumeur se limite à l’organe en interne puis réalise une 

compression qui bloque l’urètre. En revanche, la tumeur peut parfois s’étendre aux tissus 

voisins, comme la vessie, le canal de l’urètre ou les vésicules séminales. Le rectum est plus 

rarement concerné car la membrane du fascia de Denonviller qui le sépare de la prostate 

constitue une barrière difficilement franchissable entre les deux tissus.  

La dispersion des métastases par voie lymphatique génère d’abord un envahissement 

des ganglions se trouvant à proximité immédiate de la tumeur, puis de la région pelvienne où 

les ganglions iliaques externes, sacrés et lombaires sont principalement concernés. 

Finalement, les métastases colonisent généralement les os, en particulier ceux de la colonne 
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vertébrale, des hanches, des côtes et des membres (Geldof et al., 1990). Par ailleurs, deux 

autres schémas de dissémination par les voies lymphatiques semblent pouvoir être distingués. 

L’un rejoint les ganglions pelviens et para aortiques, initiant la survenue de métastases à la 

vessie et au rectum, et parfois au niveau pulmonaire et hépatique. Dans le second cas, les 

ganglions pelviens ne sont pas affectés et la dissémination pourrait être relayée par une 

dissémination hématogène en empruntant les veines vertébrales (Saitoh et al., 1990).  

Lorsque les métastases cheminent par la voie sanguine, le foie, les poumons et les 

reins sont le plus souvent les sites de localisations secondaires (Fabozzi et al., 1995). 

- Les tumeurs du rein se localisent dans un premier temps au seul organe, où elles se 

développent en interne. Elles peuvent par la suite s’insinuer à l’intérieur de la veine rénale et 

plus rarement de la veine cave inférieure (Tongaonkar et al., 1995). Elles peuvent aussi 

traverser la capsule rénale et envahir le tissu adipeux péri-rénal, les glandes surrénales et le 

rein controlatéral. Les ganglions lymphatiques abdominaux qui drainent le rein sont 

fréquemment atteints mais la voie de dissémination principale n’est pas la voie lymphatique. 

Dans un tiers des cas, au moment du diagnostique de la maladie, un ou plusieurs 

foyers secondaires ont déjà débuté leur développement. La dissémination, essentiellement 

hématogène, génère des sites métastatiques au niveau du foie, des poumons, des os, du 

système nerveux central et des tissus mous (Mai et al., 2001 ; Nieder et al., 2004). 

- Le cancer du sein est un cancer très lymphophile. Les voies lymphatiques constituent 

le mode de dissémination majeur. La chaîne ganglionnaire est rapidement envahie avec des 

localisations au niveau des ganglions sus-claviculaires et ceux de la région du cou, et un 

envahissement régional peut aboutir à l’atteinte de la paroi thoracique. 

La dissémination des métastases provoque généralement l’apparition des foyers 

secondaires au niveau des poumons, du foie, des os ou encore du cerveau (Hawes et al., 

2001 ; Porter et al., 2004). 

- Dans le cas des cancers de la vessie, la progression est dans un premier temps locale. 

La tumeur traverse la paroi vésicale et s’infiltre dans les tissus adipeux de la zone péri-

vésicale. L’extension débute ensuite par la transmission aux structures voisines comme la 
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prostate, l’utérus, le vagin, le rectum, le colon sigmoïde ou encore l’os pelvien. Une 

compression des uretères, de l’urètre prostatique et du col vésical signe généralement le début 

de la symptomatologie maligne. 

Les voies lymphatiques favorisent une distribution qui inocule les ganglions de la 

région pelvienne jusqu’à ceux de la région abdominale. 

La dissémination principale est hématogène et donne lieu à l’installation de foyers 

tumoraux secondaires au niveau hépatique, pulmonaire, cutané et osseux (Tabbara et al., 

1984). 

- Les tumeurs ovariennes s’étendent localement aux tissus et organes voisins, les 

trompes de Fallope, l’utérus, la vessie, le péritoine de la région pelvienne, l’ovaire 

controlatéral ou encore le rectum, avant de rejoindre la circulation lymphatique 

principalement. L’introduction dans les vaisseaux lymphatiques se fait souvent dès le stade 

précoce de la maladie. Il s’accompagne d’un encombrement des voies lymphatiques pouvant 

aller jusqu’à l’obstruction partielle ou complète des vaisseaux se trouvant autour du sternum 

et sous le diaphragme, empêchant le drainage du liquide péritonéal qui s’accumule dans la 

cavité abdominale en provoquant une ascite (Kuwashima et al., 1996 ; Cass et al., 2001). 

La propagation par la voie sanguine entraîne habituellement la survenue de métastases 

hépatiques, pulmonaires ou encore cérébrales (LeRoux et al., 1991). 

Dans ce type tumoral particulier, la dissémination des cellules métastatiques à d’autres 

territoires de l’organisme se fait surtout par essaimage péritonéal. Les cellules de la tumeur 

initiale se détachent, gagnent les cavités pelviennes et abdominales, et sont véhiculées par les 

liquides internes pour finalement trouver un ancrage et initier la formation d’un nouveau 

foyer. Les métastases s’installent le plus souvent au niveau des replis péritonéaux qui bordent 

et relient entre eux les viscères, la surface des parois intestinales, le péritoine, la vessie et 

l’utérus. Elles sont dans de nombreux cas véhiculées par le liquide péritonéal jusqu’au 

diaphragme qui se trouve être un site métastatique important. Il n’est pas rare que le liquide 

péritonéal traverse le diaphragme, atteigne les poumons et soit à l’origine d’un épanchement 

pleural (Mandai et al., 1996 ; Akutagawa et al., 2002).  
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- Les tumeurs qui se forment au niveau du col de l’utérus s’étendent naturellement aux 

tissus proximaux à partir du moment où les cellules ont franchi la paroi utérine. Elles peuvent 

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

La dissémination est essentiellement lymphatique. On distingue deux possibilités. Les 

cellules tumorales qui ont vu leur croissance se réaliser dans la partie supérieure de l’utérus 

ont tendance à s’insinuer dans les vaisseaux lymphatiques locaux et rejoindre ainsi les 

ganglions para-aortiques et les ganglions sus-claviculaires. Les cellules cancéreuses des 

parties médianes et inférieures de l’utérus pénètrent dans le flux lymphatique en direction des 

ganglions pelviens qu’elles envahissent. 

La dissémination par voie sanguine, moins récurrente, aboutit à la survenue de 

métastases au niveau hépatique, pulmonaire, osseux et cérébral. 

Un essaimage péritonéal est fréquent dans le cas des cancers du col utérin, par 

l’intermédiaire des fluides des cavités pelvienne et abdominale. Les foyers secondaires sont 

alors mis en évidence sur la surface des parois intestinales, le péritoine, la vessie et l’épiploon. 

La cloison inférieure du diaphragme est également au contact du liquide péritonéal et devient 

souvent un site privilégié de formation métastatique (Goff et al., 1994 ; Huntsman et al., 

1994). 

- Le cas des tumeurs hépatiques révèle l’envahissement de l’organisme à partir d’un 

organe extrêmement vascularisé assujetti à l’échappement des cellules malignes. Dans un 

premier temps, la tumeur peut se développer sur une partie seulement du foie ou s’étendre à 

tout l’organe. La localisation de la tumeur entraîne une intrusion des ganglions lymphatiques 

locaux mais la dissémination se fait essentiellement par l’intermédiaire de l’abondante 

vascularisation sanguine qui entoure le foie. 

Les localisations secondaires sont alors principalement observées au niveau de la 

veine hépatique et de la veine porte, sur le diaphragme, les poumons, l’estomac, les glandes 

surrénales, les os et le cerveau (Si et al., 2003 ; Ishii et al., 2004). 

- Les leucémies sont des cancers du système sanguin par définition. La distribution des 

cellules anormales se fait par conséquent par la voie hématogène. Il existe cependant, pour ce 
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cas particulier de cancer, une possibilité pour les cellules métastatiques d’être disséminées par 

les voies lymphatiques. Cette circonstance est due en particulier à la présence de nombreuses 

communications veino-lymphatiques et d’une relation extrêmement étroite entre les deux 

systèmes vasculaires. Il n’est pas exceptionnel ainsi de rencontrer des atteintes ganglionnaires 

chez des patients atteints par cette maladie.  

Par ailleurs, la propagation à tout l’organisme est particulièrement accablante dans le 

cas des leucémies étant donné l’irrigation de tous les organes et tissus par le système 

vasculaire sanguin, siège du processus tumoral initial. Les foyers métastatiques surviennent 

généralement au niveau de la moelle osseuse, du foie, des poumons, de la rate, des ganglions 

lymphatiques, du système intestinal, des testicules et des méninges (Viadana et al., 1978 ; 

Sharpe et al., 1993). 
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Tableau B2 : Incidence des métastases sur différents organes. 
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I -  2 -  Les nouvelles thérapies anti-cancéreuses 

I -  2 -  1 -  La thérapie génique 

On désigne par thérapie génique l’ensemble des approches permettant de transmettre 

une nouvelle information génétique au sein des cellules d’un individu dans le but d’apporter 

un bénéfice à une pathologie due au déficit ou au dysfonctionnement d’un gène essentiel. On 

peut distinguer la thérapie génique ex vivo et la thérapie génique in vivo. 

I -  2 -  1 -  1 -  Thérapie génique ex vivo 

La thérapie génique ex-vivo consiste à prélever chez un patient certaines cellules puis à 

les traiter en y introduisant un gène  corrigeant la déficience responsable de la pathologie. Ces 

cellules sont ensuite réadministrées au malade. Le gène peut être introduit dans les cellules de 

deux manières: 

- par infection virale, où un virus porteur du transgène permet l’intégration du 

gène fonctionnel dans le génome des cellules cultivées. 

- par micro-injection, c’est à dire par le remplacement du gène déficient par le 

transgène au moyen d’une micropipette. Ce procédé est relativement rapide, mais le taux 

d’intégration du transgène dans le génome cellulaire est généralement faible. 

Les cellules dont le génome est corrigé par l’une ou l’autre de ces modalités sont 

réintroduites dans l’organisme du patient où elles se multiplient normalement (Ginn et al., 

2005). Cette technique ne peut cependant être appliquée que pour traiter des maladies 

génétiques n’altérant qu’un organe dont les cellules sont faciles à prélever, comme les cellules 

du sang ou de la moelle osseuse. 

I -  2 -  1 -  2 -  Thérapie génique in vivo 

La thérapie génique dite in-vivo consiste à administrer directement au patient un vecteur 

contenant le gène d’intérêt. Cette méthode permet donc d’agir sur des organes dont on ne peut 

prélever les cellules. Cette thérapie nécessite cependant la mise au point de systèmes de 

transfert de gène utilisant des vecteurs biologiques tels que des virus modifiés ou des 
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liposomes. Elle permet d’envisager le traitement de pathologies héréditaires telles que la 

mucoviscidose, la myopathie de Duchenne ou la maladie de Tay-Sachs. 

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

La mise au point de stratégies thérapeutiques par chimiothérapie, ainsi que l’utilisation 

des techniques de radiothérapie ont procuré ces dernières années des bénéfices considérables 

à la plupart des patients atteints de cancers. Les évolutions de ces traitements sont cependant 

encore trop fréquemment mises en échec par nombre de tumeurs qui échappent à ces solutions 

thérapeutiques, particulièrement du fait de leur adaptabilité aux traitements. Par ailleurs, le 

problème des tumeurs résistantes d’emblée aux chimiothérapie se pose. Pour ces raisons, la 

nécessité d’imaginer et de concevoir de nouvelles stratégies de lutte contre la maladie 

s’impose. 

Les progrès des biotechnologies, le perfectionnement des biothérapies, l’évolution des 

connaissances sur le génome humain ainsi que sur les mécanismes de la tumorigenèse offrent 

de nombreuses nouvelles possibilités d’investigations. La recherche en matière de thérapie 

génique semble proposer une approche particulièrement adaptée à une appréhension 

innovante du problème du cancer, et génère désormais des protocoles pré-cliniques et 

cliniques (Rousseau et al., 2003 ; Dudley et al., 2005). 

Plusieurs approches de thérapie génique peuvent être envisagées. Certaines ciblant 

directement les cellules tumorales, d’autres permettant la réduction de la vascularisation 

tumorale ou encore l’amélioration de la réponse immunitaire anti-tumorale. 

I -  2 -  1 -  3 -  1 -  La thérapie génique par gène suicide 

L'objectif de cette stratégie est l'activation spécifique d'une prodrogue non toxique en 

drogue cytotoxique uniquement au sein des cellules tumorales. Le principe est de transférer in 

vivo, dans les cellules tumorales un gène codant une enzyme normalement absente du 

patrimoine des cellules. Cette enzyme a la capacité de transformer la prodrogue non toxique 

en un métabolite toxique. 
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Le système le plus expérimenté est celui de la thymidine kinase du virus de l'Herpés 

(HSV) de type 1 qui agit sur le ganciclovir comme prodrogue. Seul le ganciclovir triphosphate 

est actif, la première phosphorylation se faisant par la TK (thymidine kinase) virale. Le GCV-

TP est un analogue nucléosidique de la guanosine qui s'incorpore aux chaînes d'ADN en 

élongation et induit l'apoptose (Beck et al., 1995). Cette stratégie a été utilisée sur des 

modèles d’ostéosarcomes greffés chez le rat avec des résultats encourageants (Charissoux et 

al., 1999), et fait désormais l’objet d’études en essai clinique (Colombo et al., 2005). 

I -  2 -  1 -  3 -  2 -  Les stratégies anti-angiogéniques 

Les limites des traitements cytotoxiques des cancers conduisent à envisager des 

approches alternatives aux traitements des tumeurs. L’angiogenèse est l’une des orientations 

de ces recherches (Bachelot et al., 2003). En effet, les cellules de l’endothélium vasculaire, 

contrairement aux cellules cancéreuses, présentent peu ou pas de résistance naturelle ou 

acquise aux agents pharmacologiques. De plus, un effet basé sur la pharmacologie et non sur 

la toxicité permet d’envisager une meilleure tolérance. 

I -  2 -  1 -  3 -  2 -  1 -  L’angiostatine 

L’angiostatine a été le premier composé endogène isolé susceptible d’inhiber 

spécifiquement le processus angiogénique. Il s’agit d’une protéine de 38 kDa formée de 

quatre sous-unités, dérivée du plasminogène, extraite à partir de cellules carcinomateuses 

pulmonaires en culture (carcinome de Lewis) (O’reilly et al., 1994). Elle est synthétisée par 

les cellules tumorales. Son taux varie en fonction de la taille de la tumeur et diminue 

considérablement après l’ablation de celle-ci. L’angiostatine a pour principal effet d’induire 

spécifiquement aux cellules de l’endothélium des vaisseaux un caractère réfractaire vis à vis 

des stimuli angiogéniques. 

L’angiostatine, qui inhibe spécifiquement la prolifération des cellules endothéliales, 

induit également la dormance des cellules métastatiques en régulant la balance entre la 

prolifération et l’apoptose de ces cellules. Il a été démontré que l’administration systémique 

d’angiostatine humaine pouvait être à l’origine d’une inhibition significative de la croissance 

de trois types de carcinomes humains et murins chez la souris. Il a également été mis en 
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évidence qu’une inhibition quasi complète de la croissance tumorale avait pu être obtenue 

sans qu’il ne soit possible de détecter aucune forme de toxicité ou de résistance. L’utilisation 

de cette molécule endogène a permis pour la première fois d’obtenir la régression de 

carcinomes humains à l’état d’îlots microscopiques latents en réalisant un blocage prolongé 

de l’angiogenèse  (O’reilly et al., 1996 ; Boehm et al., 1997). 

I -  2 -  1 -  3 -  2 -  2 -  L’endostatine 

L’endostatine est une protéine de 20 kDa issue d’un hémangio-endothéliome de souris. 

Elle correspond à la fraction C-terminale du collagène XVIII ( O’reilly et al., 1997). Le 

collagène XVIII est un constituant de la matrice extra-cellulaire des cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins et ne possède pas, sous sa forme non clivée, de propriétés 

antiangiogéniques. Il a été mis en évidence que l’injection systémique de 20 mg/kg/jour 

d’endostatine recombinante chez des souris porteuses d’un implant tumoral (carcinome 

pulmonaire de Lewis, fibrosarcome T241, hémangio-endothéliome ou mélanome B16F10) 

pouvait induire, après 15 jours de traitement, une inhibition complète de l’angiogenèse et une 

régression supérieure à 90% de la tumeur primaire et des métastases. De plus, aucun signe de 

résistance ou de toxicité aspécifique n’est apparu au terme de 25 jours de traitement (Boehm 

et al., 1997). 

Le mécanisme de clivage du collagène XVIII à l’origine de la libération de 

l’endostatine est initié par la sécrétion de L cathepsine, d’élastase et de métalloprotéinases de 

la matrice  par les cellules endothéliales activées. Ces enzymes protéolytiques provoquent une 

rupture de la molécule de collagène XVIII dans sa partie C terminale. Cette région est 

constituée par un domaine de trimérisation, une partie centrale contenant les sites du clivage 

protéolytique et une région terminale de 22 kDa contenant l’endostatine. 

La molécule d’endostatine bloque la phosphorylation induite par le VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) du résidu tyrosyl situé sur le récepteur Flk-1 (VEGFR-2) et 

empêche l’activation de ERK, p38 MAPK et p125 FAK des cellules de l’endothélium de la 

veine ombilicale chez l’homme. Elle empêche également la fixation de VEGF(165) au 

domaine extra-cellulaire du récepteur Flk-1 purifié. L’interaction directe entre l’endostatine et 

Flk-1 a par ailleurs été confirmée par chromatographie d’affinité (Kim et al., 2002) et l’action 
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inhibitrice de l’endostatine a été vérifiée sur de nombreux modèles expérimentaux (Dutour et 

al., 2005). 

I -  2 -  1 -  3 -  3 -  L’immunothérapie génique 

La transformation d’une cellule normale en cellule tumorale s’accompagne de 

modifications qui la singularisent et en fait une cible potentielle pour le système immunitaire. 

Cependant, des mécanismes mis en place par la tumeur lui permettent d’échapper, 

partiellement ou totalement, à ce système de protection de l’organisme. Ils procèdent 

essentiellement de la variabilité antigénique et de l’immunogénicité tumorale ainsi que de 

l’interaction de la tumeur avec les effecteurs de l’immunité. 

L’immunothérapie génique consiste à optimiser génétiquement la réponse 

immunitaire. Pour cela, plusieurs approches sont possibles : Elles consistent soit à chercher à 

modifier les cellules tumorales, soit à modifier les effecteurs de l’immunité. 

On distingue l’immunothérapie active, dans laquelle les cellules tumorales sont 

prélevées puis irradiées avant d’être administrées de nouveau au patient de manière à stimuler 

sa réponse immunitaire, et l’immunothérapie adoptive ou passive : dans ce cas, ce sont les 

cellules effectrices de l’immunité qui sont modifiées ex vivo, ou des antigènes qui sont 

administrés au patient. 

I -  2 -  1 -  3 -  3 -  1 -  Amélioration de l’immunogénicité tumorale 

Il est devenu possible techniquement d’amplifier l’immunogénicité des antigènes 

tumoraux. Ces structures sont en effet les cibles des lymphocytes T cytotoxiques dans les 

stratégies d’immunothérapie génique. L’identification des antigènes tumoraux spécifiques 

constitue donc une étape cruciale dans la potentialisation de la réponse immunitaire anti-

tumorale. Cette identification est réalisée par des systèmes autologues dans lesquels les 

lymphocytes T cytotoxiques sont capables de reconnaître les peptides associés aux molécules 

de classe I du complexe majeur d’histocompatibilité.  

Une meilleure définition indispensable des vaccins anti-tumoraux a été obtenue 

notamment grâce à l’utilisation d’un nombre défini d’antigènes tumoraux, ainsi qu’à la 
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caractérisation des peptides reconnus pour un antigène donné. Plusieurs peptides ont ainsi été 

identifiés, autorisant le développement de protocoles d’immunisation antitumorale basés sur 

leur injection. Cette technique a été améliorée en concevant des vaccins comprenant la totalité 

de l’antigène, soit sous la forme protéique, soit sous la forme de son ARNm, soit sous la 

forme du gène codant cet antigène.  

Plus récemment, l’injection directe d’ADN « nu » par voie sous-cutané ou intra-

musculaire a permis d’obtenir une expression de l’antigène dans sa totalité, en évitant les 

problèmes relatifs aux réactions immunitaires anti-vectorielles. Cette pratique de transfert de 

gène conserve néanmoins le défaut de n’induire qu’une expression relativement discrète du 

transgène. Cette difficulté a été contournée en utilisant certaines séquences plasmidiques non 

codantes, enrichies en dinucléotides CpG non méthylés, qui favorisent le développement de la 

réponse immunitaire et améliorent le pouvoir immunogène de l’injection d’ADN. 

La vaccination tumorale consiste à modifier les cellules tumorales de manière à leur  

induire l’expression d’un antigène particulier. Le principe de cette technique consiste à 

prélever les cellules tumorales chez un patient, puis de les mettre en culture et de les traiter 

dans le but de les modifier de telle sorte qu’elles soient susceptibles d’activer le système 

immunitaire après qu’elles aient été ré-injectées au patient (Rosenberg, 2001 ; Biagi et al., 

2002).  

Cependant, il est désormais établi que même si les cellules tumorales expriment des 

antigènes capables de provoquer le déclenchement d’un réaction  immunitaire, le caractère 

indispensable d’une co-stimulation pour obtenir une réponse immunitaire efficace apparaît de 

plus en plus évident. Une évolution récente consiste à transférer aux cellules tumorales des 

gènes codant des facteurs de co-stimulation comme Ox40, 4-1BB ou Light (Croft, 2003) 

(Figure B13). 
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Figure B13 : Modification génétique des cellules tumorales. 

Le transfert de gènes de cytokines permet soit d’améliorer la présentation d’antigènes 

tumoraux (CMH-Pep) aux lymphocytes T cytotoxiques, soit d’activer les effecteurs du système 

immunitaires (lymphocytes, monocytes, cellules dendritiques) qui peuvent amplifier la 

réaction immunitaire en produisant des cytokines et en présentant des antigènes tumoraux. Le 

transfert simultané de molécules co-stimulatrices permet l’activation des lymphocytes T 

reconnaissant les peptides tumoraux associés aux molécules de classe I. Il est également 

possible d’induire une réaction immunitaire dirigée contre les cellules tumorales en 

transférant le gène d’une allomolécule.  GT : gène transféré ; Mco : molécule co-stimulatrice. 
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I -  2 -  1 -  3 -  3 -  1 -  Stimulation des cellules immunitaires 

Il s’agit d’une stratégie thérapeutique également connue sous le nom 

d’immunothérapie adoptive ou passive. Dans cette approche, ce sont les cellules effectrices de 

l’immunité qui sont modifiées ex vivo puis ré-administrées au patient. Cette fois encore, 

plusieurs possibilités sont envisageables. 

Les lymphocytes T infiltrants les tumeurs sont des effecteurs cellulaires anti-

tumoraux. Leur activation est augmentée de manière constitutive après transduction par le 

gène de l’interleukine 2 (IL-2). Leur potentiel anti-tumoral peut-être légèrement accentué par 

transfert du gène du TNF-α (Li et al., 1999). L’utilisation des lymphocytes T infiltrants les 

tumeurs comme véhicule de gène thérapeutique est cependant limitée par les difficultés de 

leur isolement et de leur expansion in vitro. 

Cependant, d’autres cellules du système immunitaire peuvent intervenir dans les 

stratégies d’immunothérapie adoptive. En particulier, l’utilisation des cellules dendritiques et 

des lymphocytes T cytotoxiques est à prendre en considération. 

Il est désormais possible de modifier génétiquement les lymphocytes T de telle sorte 

qu’ils expriment des récepteurs chimériques spécifiques d’un antigène tumoral. Il leur  

devient alors possible de cibler précisément la tumeur et d’initier sa lyse. Cependant, en 

pratique, l’action du seul récepteur T chimérique est généralement insuffisante pour maintenir 

l’activation des lymphocytes T lorsqu’ils sont réadministrés au patient. Une solution pourrait 

consister à modifier des lymphocytes T spécifiques du virus d’Epstein-Barr (EBV). Ces 

cellules prolifératives ont la capacité de lyser des cibles cellulaires tumorales positives pour 

certains des antigènes du virus. Cette stratégie a été utilisée dans le cas de lymphomes 

d’Hodgkin (Bollard et al., 2004). 

Une approche différente se développement de plus en plus. Elle repose sur l’utilisation 

des cellules dendritiques.  

Les cellules présentatrices d’antigène ont pour principale caractéristique d’être 

capables de capter les antigènes et de les exposer aux cellules effectrices du système 

immunitaire. Ce rôle d’initiation de la réponse acquise est notamment tenu par les cellules 
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dendritiques qui permettent l’activation des lymphocytes T naïfs. Il est possible de les 

prélever, de les amplifier, de modifier leurs caractéristiques génétiques de telle sorte d’induire 

une réponse anti-tumorale accrue, puis de les ré-injecter au patient. La modification peut être 

le résultat d’un transfert de gène de cytokine ou d’antigènes tumoraux. Contrairement à 

l’utilisation directe de peptides pour stimuler les cellules dendritiques, cette stratégie permet 

d’obtenir une expression prolongée des peptides antigèniques, de lever la restriction du 

complexe majeur d’histocompatibilité, ainsi que de cibler plus efficacement le CMH de classe 

I en conservant la possibilité de présenter des antigène par l’intermédiaire du CMH de classe 

II (Trefzer et al., 2005).  

     I -  2 -  1 -  3 -  4 -  La thérapie par récepteurs circulants 

La plupart des processus physiologiques dont le fonctionnement est directement sous 

la dépendance de récepteurs membranaires, comme c'est le cas pour la lymphangiogenèse 

tumorale, sont susceptibles d’être inhibés ou entravés par des récepteurs circulants. Ce sont 

des structures protéiques qui reproduisent une partie ou la totalité du récepteur naturel et qui 

disposent d’une affinité de fixation avec le ligand suffisante pour être à l’origine d’une 

compétition avec ce dernier. Le ligand se fixe alors au récepteur circulant avant son 

interaction avec le récepteur cellulaire et la transduction du signal est réduite, d’autant plus 

que le récepteur circulant est capable de neutraliser le ligand. 

Cette stratégie est susceptible de représenter un outil efficace pour inhiber certains 

processus associés au développement tumoral. La stratégie que nous avons utilisée pour la 

mise au point d’une nouvelle solution destinée à inhiber la lymphangiogenèse tumorale, et par 

conséquent, le développement tumoral et la dissémination métastastique, est basée sur 

l’utilisation de récepteurs circulants. 

L’utilisation de cette technique a en outre montré une efficacité redoutable pour le 

traitement de certaines pathologies dont la résolution est, comme c’est le cas de la 

lymphangiogenèse tumorale, également basée sur l’inhibition de récepteurs membranaires. Un 

exemple particulièrement significatif est celui de l’Etanercept, dont l’utilisation clinique a 

permis depuis plusieurs années de solutionner efficacement de nombreux cas de polyarthrites 

rhumatoïdes. Plus récemment, des essais cliniques concernant l’utilisation de récepteurs 
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circulants inhibiteurs de l’angiogenèse, nommés VEGF-Trap, ont été mis en application pour 

interrompre efficacement le processus angiogénique associé à l’évolution tumorale. 

-  Les VEGF-Trap sont des récepteurs circulants anti-angiogéniques ciblant les 

récepteurs aux facteurs de croissance synthétisés et sécrétés par les cellules tumorales en 

réponse à l’hypoxie au cours de l’évolution tumorale. Ils sont conçus à partir de la séquence 

de ligation des récepteurs membranaires VEGFR-1 et VEGFR-2 dont ils reproduisent les sites 

d’interaction avec le ligand, c’est-à-dire les facteurs de croissance angiogéniques VEGF-A et 

VEGF-B principalement (Holash et al., 2002). 

Ces récepteurs solubles sont formés par les deux ou les trois domaines terminaux 

d’homologie aux immunoglobulines des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Certains 

reproduisent la séquence de l’un ou l’autre de ces récepteurs membranaires, d’autres sont 

conçus par la fusion de fractions VEGFR-1 et VEGFR-2 (Figure B14). 

                                                                                                                                                                        

                                                                                                                                               

       

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

Les récepteurs solubles VEGF-Trap peuvent être formés par les deux ou les trois derniers 

domaines d’interaction récepteur-ligand (VEGFR/VEGF). Certains sont formés à partir de la 

fusion entre un domaine de liaison de VEGFR-1 (R1D2)  et un domaine de liaison de VEGFR-

2 (R2D3). Une séquence IgG1-Fc est utilisée pour augmenter la stabilité du récepteur soluble 

dans la circulation sanguine.                                                           
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Des essais cliniques de phase I ont été conduits chez des patients atteints de tumeurs 

solides. Les récepteurs solubles VEGF-Trap utilisés étaient des protéines hybrides formées 

par la fusion entre le domaine pré-terminal Ig-2 du récepteur VEGFR-1 et le domaine Ig-3 du 

récepteur VEGFR-2, de manière à élargir la spécificité de liaison du récepteur circulant aux 

deux récepteurs connus impliqués dans l’induction de l’angiogenèse tumorale. 

38 patients âgés entre 23 et 75 ans ont été considérés dans cette étude. Les atteintes 

représentant des carcinomes rénaux, des tumeurs du côlon, des ovaires, des poumons et de la 

thyroïde principalement. Les récepteurs VEGF-Trap ont été administrés par voie sous-cutanée 

à la dose de 800 µg/kg une ou deux fois par semaine pendant dix semaines. Les premiers 

résultats ayant pu être observés indiquent une stabilisation de la maladie dans 50% des cas, 

sans effet secondaire majeur.  Des essais cliniques de phase I sur l’administration des VEGF-

Trap par voie intraveineuse est actuellement menés chez des patients atteints de tumeurs 

solides réfractaires ou de lymphomes malins non hodgkiniens. 

- L’Etanercept est une protéine de fusion dérivée du récepteur p75 du facteur de 

nécrose des tumeurs (TNF). Il s’agit d’une molécule conçue par génie génétique. 

L’Etanercept est un dimère issu d’une protéine chimère génétiquement modifiée obtenu en 

réalisant la fusion entre le domaine de liaison extracellulaire du récepteur 2 humain au facteur 

de nécrose des tumeurs (TNFR2/p75) et le domaine Fc de l’immunoglobuline G1 humaine 

(Fc-IgG1)(Suffredini et al., 1995 ; Weinblatt et al., 1999) (Figure B15). 

La molécule est constituée de 934 acides aminés et son poids moléculaire est 

d’environ 150 kilodaltons. L’activité de l’Etanercept a été initialement déterminée en 

mesurant sa capacité à neutraliser l’inhibition de la croissance des cellules A 375 médiée par 

le TNF-α. Ce médicament est utilisé seul ou en association avec le méthotrexate dans le 

traitement de nombreuses pathologies inflammatoires telles que les polyarthrites rhumatoïdes 

sévères, actives et évolutives de l’adulte, l'arthrite chronique juvénile polyarticulaire de 

l'enfant, le rhumatisme psoriasique, la spondylarthrite ankylosante et le psoriasis (Bathon et 

al., 2000; Vignola et al., 2002 ; Mease et al., 2004 ; Wendling et al., 2004). 
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Figure B15 : Protéine de fusion humaine TNFRp75 (TNFR2) / Fc-IgG1 (Etanercept). 

 

Le facteur nécrosant des tumeurs (TNF) est une cytokine dominante dans le processus 

inflammatoire de la polyarthrite rhumatoïde. Des taux élevés de TNF sont également 

retrouvés dans les membranes synoviales et les plaques de psoriasis des patients atteints de 

rhumatisme psoriasique, et dans le sérum et le tissu synovial des patients atteints de 

spondylarthrite ankylosante. Dans les plaques de psoriasis, l'infiltration par les cellules 

inflammatoires, y compris les cellules T, conduit à une augmentation des taux de TNF dans 

les lésions psoriasiques, comparativement aux taux observés au niveau des zones non atteintes 

de la peau. L’Etanercept est un inhibiteur compétitif de la liaison du TNF à ses récepteurs de 

surface inhibant ainsi l'activité biologique du TNF-α (Gudbrandsdottir et al., 2004). 

Le TNF et la lymphotoxine sont des cytokines pro-inflammatoires qui lient deux 

récepteurs distincts à la surface des cellules : les récepteurs du facteur nécrosant des tumeurs 

(TNFR) de 55 kilodaltons (p55) et de 75 kilodaltons (p75). Ces deux TNFR existent 

naturellement sous des formes membranaires et solubles. On pense que les TNFR solubles 

régulent l'activité biologique du TNF. Le TNF et la lymphotoxine existent principalement 

sous forme d'homotrimères, leur activité biologique étant dépendante de la réticulation des 

TNFR à la surface des cellules. Les récepteurs dimères solubles tels que l'Etanercept 

présentent une affinité plus marquée pour le TNF que les récepteurs monomères et sont des 
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inhibiteurs compétitifs beaucoup plus puissants de la liaison du TNF à ses récepteurs 

cellulaires (Murray et al., 1997). 

La majorité des atteintes articulaires de la polyarthrite rhumatoïde et de la 

spondylarthrite ankylosante, et des atteintes cutanées du psoriasis en plaques est médiée par 

des molécules pro-inflammatoires qui appartiennent à un réseau contrôlé par le TNF. Le 

mécanisme d'action supposé de l'Etanercept consiste en une inhibition compétitive de la 

liaison du TNF aux TNFR de la surface cellulaire : les réponses cellulaires médiées par le 

TNF sont bloquées en rendant le TNF biologiquement inactif. 

L’Etanercept a été étudié chez 2680 patients atteints de polyarthrite rhumatoïde au 

cours d'essais cliniques en double aveugle. Ces expériences impliquent deux études contrôlées 

contre placebo (349 patients sous Etanercept et 152 patients sous placebo) et deux essais 

contrôlés versus traitement actif, un essai contrôlé contre traitement actif comparant 

Etanercept au méthotrexate (415 patients sous Etanercept et 217 patients sous méthotrexate) 

et un autre essai contrôlé versus traitement actif comparant l’Etanercept (223 patients), le 

méthotrexate (228 patients) et  l’Etanercept associé au méthotrexate (231 patients). Le taux de 

sorties d'essais à la suite d’événements indésirables était la même dans les groupes traités par 

l’Etanercept et par le placebo; de plus, au cours du premier essai contrôlé contre traitement 

actif, la proportion d'abandon était significativement plus élevée dans le groupe méthotrexate 

(10 %) que dans le groupe Etanercept (5 %). Dans le second essai contrôlé versus traitement 

actif, le taux d'arrêt consécutifs à des événements indésirables était comparable dans les trois 

groupes de traitement, Etanercept (11 %), méthotrexate (14 %) et Etanercept associé au 

méthotrexate (10 %). 203 patients atteints de spondylarthrite ankylosante ont été traités par 

Etanercept dans 3 études contrôlées versus placebo en double aveugle. L'utilisation de 

l'Etanercept a également été étudiée pendant une période maximale de 6 mois dans 3 études 

contrôlées en double aveugle versus placebo chez 1084 patients atteints de psoriasis en 

plaques. 

Dans les études cliniques en double aveugle comparant l’Etanercept au placebo, des 

réactions au site d'injection ont été les événements indésirables les plus fréquents chez les 

patients traités par l’Etanercept. Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde dans les 

essais contrôlés contre placebo, les événements indésirables graves sont apparus à une 
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fréquence de 4 % parmi les 349 patients traités par l’Etanercept, contre 5 % des 152 patients 

sous placebo. Dans le premier essai contrôlé contre traitement actif, les événements 

indésirables graves sont survenus avec une fréquence de 6 % parmi les 415 patients traités par 

l’Etanercept, contre 8 % chez les 217 patients traités par le méthotrexate. Dans le second essai 

contrôlé versus traitement actif, le taux d'événements indésirables graves était similaire dans 

les trois groupes de traitement (Etanercept : 11 %, méthotrexate : 12 % et Etanercept associé 

au méthotrexate : 8 %). Chez les patients atteints de psoriasis en plaques et traités dans les 

essais contrôlés versus placebo, la fréquence des événements indésirables graves était estimée 

à environ 1 % des 933 patients traités par l’Etanercept et à 1 % des 414 patients traités par 

placebo. 

Les effets indésirables les plus fréquents en essais cliniques chez l’adulte sont des 

réactions allergiques, des prurits, des réactions au site d’injection, des infections, des 

syncopes, des douleurs thoraciques et, dans certains cas exceptionnels, on déplore la survenue 

d’évènement graves tels des insuffisances cardiaques, de l’hypertension, des hémorragies 

gastro-intestinales, des tuberculoses et des tumeurs malignes (Moreland et al., 1999; Flendrie 

et al., 2003). 
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Notre travail a consisté en l’élaboration de récepteurs VEGFR-3 circulants destinés à 

neutraliser les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D activateurs de la 

lymphangiogenèse tumorale avant leur fixation sur les récepteurs VEGFR-3 membranaires. 

Cette stratégie anti-lymphangiogénique est essentiellement destinée à compléter les approches 

vasculaires des cancers principalement basées à l’heure actuelle sur l’inhibition de 

l’angiogenèse tumorale. 

La thérapie par utilisation de récepteurs circulants est une approche récemment 

développée pour bloquer totalement ou partiellement certains processus pathologiques dont la 

transduction est basée sur l’interaction entre un récepteur membranaire et son ligand 

activateur. Elle est par conséquent applicable au processus lymphangiogénique associé au 

développement de certaines tumeurs, particulièrement depuis que ses mécanismes de 

régulations commencent à être dévoilés.  

Cette stratégie thérapeutique est de plus peu en clin à être astreinte à une forme de 

résistance comme c’est le cas pour la chimiothérapie. 

L’utilisation de récepteurs circulants a par ailleurs été exploitée avec efficacité pour 

inhiber l’angiogenèse tumorale (VEGF-Trap). Il s’agit par conséquent d’une technologie 

particulièrement innovante qui présente la qualité particulière de proposer une approche 

spécifique des processus liés au développement de nombreux cancers. Le ciblage de la 

lymphangiogenèse tumorale est en effet considéré dans notre étude au niveau moléculaire, de 

telle sorte de permettre à terme la combinaison de traitements susceptibles d’agir à plusieurs 

niveaux, et ainsi compléter la diversité des traitements actuels, comme la chimiothérapie et la 

radiothérapie, ou d’autres traitements particulièrement innovants comme l’immunothérapie et 

la thérapie génique.  

Selon ces considérations, nous avons réalisé la conception des récepteurs circulants 

anti-lymphangiogéniques, à partir de la région codante du gène VEGFR-3 humain, puis nous 

avons évalué l’incidence de l’utilisation de ces molécules sur la croissance des cellules de 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, avant d’estimer d’une part leur aptitude à inhiber 

la migration des cellules vasculaires lymphatiques vers le stimulus tumoral et d’autre part leur 
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capacité à contrarier l’organisation de ces cellules en formation vasculaires structurées et 

fonctionnelles. 
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II -  Partie expérimentale 

II -  1 -  Matériels et méthodes 

II -  1 -  1 -  Culture cellulaire 

II -  1 -  1 -  1 -  Cellules CHO 

Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) sont des cellules ovariennes de Hamster 

chinois provenant de l’ECACC. Elles sont issues d’un sous-clone de la lignée parentale 

obtenue par Puck en 1957. Les cellules CHO sont des cellules adhérentes, à morphologie de 

type épithéliale, cultivées à 37°C en atmosphère humide contenant 5% de CO2 dans du milieu 

de Ham F12 supplémenté par 10% de sérum de veau foetal décomplémenté (SVF, 

BioWhittaker, Verviers, Belgique), 2 mM de glutamine et une solution de pénicilline (100 

µg/mL) / streptomycine (100 UI/mL). Elles sont cultivées jusqu’à 70 à 80% de la confluence 

maximale avant d’être remises en sous-culture à raison de 10000 à 30000 cellules/cm2. Le 

détachement des cellules CHO de leur support de culture se fait au moyen de trypsine 

(0,05%)/EDTA (Life Technologies). L’opération de détachement des cellules par la trypsine 

se fait en réalisant un lavage du tapis cellulaire par un tampon phosphate salin stérile ou PBS 

(NaCl 140 mM, KCl 27 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4) puis une incubation 

de 10 min à 37°C en présence de trypsine/EDTA. Les cellules dissociées sont centrifugées 

puis reprises dans des flacons de culture stériles à la densité voulue. Les cellules CHO 

peuvent être conservées à long terme sous forme d’aliquots de 5.106 à 1.107 cellules : après 

trypsination et centrifugation, elles doivent pour cela être reprises dans du milieu de culture 

complet contenant 20% de SVF décomplémenté et 10% de DMSO (diméthylsulfoxide), avant 

d’être stockées à -80°C.  
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II -  1 -  1 -  2 -  Cellules hTERT-HDLEC 

Les cellules hTERT-HDLEC (human telomerase reverse transcriptase-human dermal 

microvascular endothelial cells) sont des cellules endothéliales lymphatiques extraites à partir 

des micro vaisseaux du derme d’origine humaine, ayant été transfectées par un rétrovirus 

contenant la région codante du gène humain de la transcriptase inverse de la télomérase. Cette 

lignée est caractérisée par une augmentation significative de la durée de vie du fait de 

l’intégration de la région codante du gène hTERT, réalisée par l’équipe de Nisato en 2004. 

Les cellules hTERT-HDLEC sont des cellules adhérentes présentant une morphologie 

allongée pouvant émettre de longues ramifications. Par ailleurs, ces cellules sont susceptibles 

de former des tubules sur matrice de collagène lorsqu’elles sont stimulées par certains facteurs 

de croissance. La culture est réalisée sur un  support de gélatine à 1%, à 37°C en atmosphère 

humide contenant 5% de CO2. La croissance optimale est obtenue en utilisant le milieu de 

culture EGM-2MV (Clonetics Cambrex) supplémenté par 5% de sérum de veau foetal 

décomplémenté, 0,4% de hFGF-B (human Fibroblast Growth Factor B), 0,1% de hEGF 

(human Epidermal Growth Factor) , 0,1% de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 

0,1% de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), 0,1% d’acide ascorbique, 0,04% 

d’hydrocortisone et 0,1% de gentamycine sulfate - amphotéricine B. Le détachement des 

cellules hTERT-HDLEC s’effectue de manière similaire à celui précédemment décrit pour les 

cellules CHO, au moment où les cellules se trouvent à 90% de la confluence maximale, en 

utilisant une solution de trypsine (0,025%)/EDTA (Gibco-Invitrogen). Les cellules en culture 

sont traitées par une solution d’hygromycine B à 25 µg/mL tout les cinq passages, pendant 

cinq jours.  

II -  1 -  1 -  3 -  Coculture verticale des cellules CHO et hTERT-HDLEC 

Afin de démontrer que la protéine codée par les vecteurs recombinants est 

fonctionnelle et possède une activité inhibitrice sur la croissance des cellules de l’endothélium 

des vaisseaux lymphatiques, des expériences de coculture verticale ont été réalisées (Figure M 

1). Cette technique est destinée à faire passer les protéines sécrétées par les cellules CHO 

productrices des récepteurs circulants dans le milieu des cellules lymphatiques, sans qu’il n’y 

ait contact entre les deux lignées cellulaires. 
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Les cellules CHO transfectées par le système d’expression pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA/hVEGFR-3 normalement cultivées dans un milieu comportant un antibiotique de 

sélection (hygromycine B ; 250 µg/mL), sont placées dans le milieu de culture des cellules 

hTERT-HDLEC sans ajout d’antibiotique, afin de vérifier que les cellules CHO transfectées 

supportent les conditions de la coculture avec les cellules hTERT-HDLEC, sans perte 

d’expression du transgène. Des cellules CHO non transfectées, ainsi que des cellules CHO 

transfectées par le plasmide vide sont utilisées comme témoin. 

Les cellules hTERT-HDLEC sont ensemencées dans des plaques de culture 24 puits à 

la densité de 10000 cellules par puits, au temps T0, et maintenues dans des conditions de 

culture normales pendant 48 heures.  

Les cellules CHO transfectées sont ensemencées dans des inserts de co-culture 

(Millicell culture plate insert 0,4 µm) à la densité de 5000 cellules par insert, dans 0,5 mL de 

milieu de culture. Les inserts sont alors placés au contact des cellules hTERT-HDLEC 

ensemencées 24 heures auparavant dans les puits des plaques de culture.  

La coculture est réalisée sur une période de 15 jours. Le milieu est changé tous les 

trois jours par aspiration. Les cupules de coculture sont remplacées tous les 4 jours par de 

nouveaux inserts contenant des cellules CHO transfectées, à la densité de 5000 cellules par 

unité. 

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

d’exclusion au bleu de Trypan à 0,1 %. 
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Figure M1 : Principe de la coculture verticale. 
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II -  1 -  1 -  4 -  Courbes de croissance 

La croissance des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques humains 

(hTERT-HDLEC) est estimée sur une durée de 15 jours. Les cellules sont initialement 

ensemencées à la densité de 10000 cellules par puits dans des plaques 24 puits, dans 0,5 mL 

de milieu de culture. Le comptage des cellules est effectué tous les jours selon le protocole 

suivant : la cupule de coculture est retirée du puits et le milieu est éliminé. Le tapis cellulaire 

est rincé deux fois au moyen d’une solution de PBS 1X (NaCl 140 mM, KCl 27 mM, 

Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4), puis soumis à l’action d’une solution de trypsine-

EDTA (200 µL/puits) pendant 2 minutes. Les cellules détachées du support sont récupérées 

dans du milieu complet qui neutralise l’action de la trypsine, puis centrifugées pendant 10 

minutes (1500 rpm). Le culot cellulaire est alors remis en suspension dans du milieu de 

culture. Quatre aliquots de 50 µL par puits sont prélevés et mélangés à 50 µL de bleu de 

Trypan. La numération est réalisée en utilisant une lame de Malassez, le nombre de cellules 

par cm2 est estimé à l’aide de la formule suivante : 

 

                                                                  XBT x D 

                                           N  =                                                   cellules par cm2 

                                                                      S     

 

XBT : Nombre de cellules excluant le bleu de Trypan (cellules vivantes) 

D : Facteur de dilution des cellules dans le bleu de Trypan 

S : Surface du puits en cm2 ; Pour le cas des puits de plaque 24 puits, cette valeur est égale à 

1,88 

 



 100 

II -  1 -  1 -  5 -  Test d’inhibition de la chimiotaxie 

L’objectif de cette étude est de déterminer dans un premier temps la capacité de 

migration orientée des cellules endothéliales lymphatiques humaines hTERT-HDLEC en 

présence d’une stimulation par des facteurs de croissance et en direction de ceux-ci. Dans un 

deuxième temps, il s’agit de vérifier si les récepteurs circulants produits par les cellules CHO 

modifiées sont susceptibles de contrarier voire d’empêcher le déplacement des cellules 

hTERT-HDLEC en direction du stimulus. Cette inhibition est basée sur l’interaction entre les 

récepteurs circulants hVEGFR-3 et les facteurs de croissance introduits dans le milieu. Ces 

derniers sont en effet destinés à masquer le facteur trophique aux récepteurs membranaires 

portés par les cellules endothéliales. 

Les essais sont basés sur la capacité des cellules à évoluer entre des puits séparés par 

une fine paroi d’agarose.  

Les systèmes sont conçus dans des boites de culture type Petri de 60 mm (Figure M2). 

Trois cylindres de verre, stérilisés par autoclavage, sont disposés verticalement dans chaque 

boite. Les cylindres sont distants de 1 mm les uns des autres. Une solution de PBS 1X est 

additionnée de 2% de poudre d’agarose puis portée à ébullition, et finalement mélangée avec 

un volume équivalent de milieu de culture le plus rapidement possible avant refroidissement. 

La préparation chaude est alors coulée dans les boites de Pétri contenant les cylindres de 

verre. La polymérisation est obtenue environ 20 minutes plus tard. La surface gélifiée est 

alors imbibée de PBS1X afin de retirer les cylindres de verre sans rompre les fines parois 

d’agarose séparant les puits. 

Le puits central est utilisé pour ensemencer des cellules hTERT-HDLEC (105 

cellules/puits). Les puits latéraux reçoivent le facteur de chimiotaxie dont on veut estimer 

l’influence sur le comportement dynamique des cellules endothéliales lymphatiques. Les 

récepteurs circulants utilisés sont issus de cellules CHO productrices cultivées pendant quatre 

jours dans des cupules de coculture. Les récepteurs circulants diffusent à travers la paroi des 

cupules et sont récupérés avec le milieu de culture prêt à être utilisé. 

Les résultats sont interprétés après prise de vue numérisée en microscopie inversée et 

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

Le milieu minimum correspond au milieu de culture des cellules hTERT-HDLEC supplémenté 

par 3% de SVF. Cet exemple indique la démarche de la mise en évidence de la neutralisation 

du VEGF-D par les récepteurs circulants. Une stimulation de la migration des cellules 

lymphatiques par le VEGF-D est dans un premier temps réalisée (en haut, puits C), avant 

d’évaluer l’inhibition du VEGF-D par les récepteurs circulants (au centre, puits C). Un 

contrôle supplémentaire est destiné à confirmer ces résultats en confrontant le caractère 

activateur du VEGF-D sur la migration des cellules hTERT-HDLEC (en bas, puits A) au 

caractère inhibiteur des récepteurs circulants (en bas, puits C). La flèche bleue indique le 

déplacement théoriquement attendu dans chaque cas. 

A B C 

A B C 

A B C 

A B C 

A B C 
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A: milieu minimum 
B: cellules hTERT-HDLEC 
C: milieu minimum + VEGF-D 

A: milieu minimum 
B: cellules hTERT-HDLEC 
C: milieu minimum + VEGF-D + récepteurs circulants 

A: milieu minimum + VEGF-D 
B: cellules hTERT-HDLEC 
C: milieu minimum + VEGF-D + récepteurs circulants 



 102 

II -  1 -  1 -  6 -  Test d’inhibition de la formation des tubules lymphatiques 

 L’objectif de cette étude est double. Il consiste premièrement à vérifier qu’il est 

possible d’induire expérimentalement la formation des tubules lymphatiques. Ces structures 

sont les premières ébauches de l’organisation des cellules des endothéliums vasculaires en 

micro-vaisseaux. Dans un deuxième temps, il s’agit de vérifier que les récepteurs circulants 

hVEGFR-3 conçus dans cette étude sont capables de perturber la formation de ces structures 

pré-vasculaires. 

 L’induction de la formation des tubules lymphatiques est réalisée en cultivant les 

cellules de l’endothélium vasculaire lymphatique hTERT-HDLEC sur une matrice de 

collagène en présence de cytokines. La matrice est réalisée à partir de collagène type I (BD 

Biosciences, Bedford, USA) extrait de tissus de rat. Un mélange (vol/vol) de collagène (2 

mg/mL) avec du milieu de culture est préparé, puis additionné à une solution de gélatine à 

0,5%, dans la proportion 10/1. L’addition d’une très faible quantité de gélatine est destinée à 

améliorer la compacité de la matrice. La solution obtenue est utilisée pour coater le fond de 

boites de culture type 6 puits. Les cellules sont ensemencées trois heures plus tard à raison de 

50000 cellules/mL.  

 Les surnageants filtrés de cellules CHO productrices des récepteurs circulants sont 

utilisés pour réaliser les tests d’inhibition de la formation des tubules. 

I -  1 -  2 -  Clonage de la séquence d’intérêt 

II -  1 -  2 -  1 -  Extraction des ARN totaux 

Cette opération est réalisée à partir de cellules de leucémie humaine (HEL), exprimant 

fortement VEGFR-3, dans le but de synthétiser de l’ADNc par réaction de rétrotranscription. 

L’utilisation de cette technique requiert l’exploitation du kit « RNeasy Mini Kit® » (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) dont le principe est basé sur la fixation sélective de l’ARN sur la 

membrane (gel de silice) de colonnes de centrifugation. Les cellules (3.106 à 1.107 par 

échantillon) sont lysées dans un tampon dénaturant à base d’isothiocyanate de guanidine 

(tampon  RLT : 600 µL / échantillon) additionné de β-Mercaptoéthanol (1 µL / 100 µL de 

tampon de lyse), et l’ensemble est homogénéisé par pipetages successifs. Le mélange est 
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récupéré dans un tube eppendorf et centrifugé (13000 rpm ; 3 min) avant addition d’éthanol à 

70% (vol/vol).  

La suspension est déposée sur colonne et centrifugée (10000 rpm ; 15 s) avant d’être 

lavée (tampon RW1 : 350 µL), débarrassée des traces d’ADN génomique (DNase I : 10 µL ; 

tampon RDD : 70 µL ; 15 min ; température ambiante) puis lavée une seconde fois (tampon 

RW1 : 350 µL). Les ARN sont finalement traitées deux fois par un tampon de lavage sur la 

colonne (tampon RPE : 500 µL) avant élimination de toute trace d’éthanol par centrifugation 

(10000 rpm ; 2 min, puis 13000 rpm ; 1 min). 

L’élution est réalisée en déposant sur la colonne de l’eau traitée au DEPC permettant 

d’éviter toute dégradation par les RNases éventuellement contenues dans l’eau (50 µL par 

échantillon), suivi d’une centrifugation (10000 rpm ; 1 min). L’intégrité des ARN est vérifiée 

par électrophorèse et les molécules sont dosées par méthode spectrophotométrique (cf 

chapitres II- 1- 4 et II- 1- 5). 

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

Elle a pour but de transcrire l’ARN messager (ARNm) en ADN complémentaire 

(ADNc), en utilisant une enzyme : la transcriptase inverse. Cette enzyme utilise les 

désoxyribonucléotides triphosphates pour former une chaîne d’ADN complémentaire à la 

chaîne d’ARNm servant de matrice. 

Comme toutes les ADN polymérases, la transcriptase inverse n’est capable d’ajouter 

des nucléotides qu’à l’extrémité 3’ d’une amorce déjà appariée à la matrice ; comme amorce, 

on ajoute au préalable des oligo-dT qui s’hybrident à la queue poly-A en 3’ des matrices 

d’ARNm. Cette technique est appliquée en utilisant les réactifs « Omniscript TM Reverse 

Transcriptase » (Qiagen). La rétrotranscription est réalisée à partir de 2 µg d’ARN totaux et se 

déroule en trois étapes : 
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-  Hybridation des amorces oligo-dT sur la séquence polyadénylée de l’ARN 

matrice. 

- Formation et élongation des molécules d’ADN complémentaires à la 

séquence d’ARN. 

-  Destruction de la matrice d’ARN. 

La transcription inverse peut être effectuée en une seule étape en réalisant le mélange 

réactionnel suivant : 

 

  - tampon RT 10X      : 2 µL 

  - dNTP mix (5 mM chacun)     : 2 µL 

  - amorces oligo-dT (10 µM)     : 1 µL 

  - RNase inhibiteur (10 unités/µL)    : 1 µL 

  - transcriptase inverse Omniscript (0,2 unités/µL)  : 1 µL 

  - eau DEPC stérile      : qsp 20 µL 

  - ARN matrice (1 µg/µL)     : 2 µL 

 

Le mélange est alors soumis à des variations thermiques destinées à obtenir la 

formation des molécules d’ADNc à partir des molécules d’ARN, au moyen d’un 

thermocycleur de type GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), et selon la 

programmation suivante : 
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Figure M3 : Programmation des cycles thermiques pour la transcription inverse. 

Des contrôles ARN - , contenant tous les réactifs sauf la matrice ARN et RT - , contenant tous 

les réactifs sauf la transcriptase inverse, ont été inclus de manière à vérifier la qualité des 

transcriptions. 

 

II -  1 -  2 -  3 -  Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

La réaction de polymérisation en chaîne permet d’amplifier spécifiquement et en 

quantité très importante une séquence d’ADN d’intérêt. Elle permet en outre l’amplification 

de l’ADNc obtenu à l’issue de la réaction de transcription inverse décrite préalablement. Elle 

est basée sur la répétition 30 à 40 fois d’un cycle constitué de trois étapes : 

  - Dénaturation, c’est-à-dire séparation des doubles brins d’ADNc issus de 

l’appariement des brins sens et antisens obtenus après la réaction de transcription inverse. 

  - Hybridation des amorces spécifiquement sélectionnées sur la séquence 

d’intérêt. 

1 h 

5 min 
93°C 

37°C 

4°C 

Température 
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  - Synthèse et élongation des brins complémentaires grâce à l’activité d’une 

enzyme de polymérisation de l’ADN. 

Les amorces utilisées pour amplifier la séquence VEGFR-3 d’intérêt sont : 

- amorce sens : 5’  CTGGTGAGTGGCTACTCCATGACC  3’ 

- amorce antisens : 5’  TCAATGTGGACTGTGGCGCCCGGAC  3’ 

Elles permettent l’obtention d’un fragment de 1089 pb.  

La réaction de polymérisation en chaîne est réalisée en une étape, après préparation du 

mélange réactionnel suivant : 

 

   - tampon PCR 10X      : 4 µL 

   - dNTP (10 mM)      : 1 µL 

   - MgCl2  (25 mM)      : 3 µL 

   - amorce sens (15 pmol/µL)     : 1 µL 

   - amorce antisens (15 pmol/µL)    : 1 µL 

   - enzyme Ampli Taq Gold™ DNA polymerase (5U/µL) : 0,25 µL 

   - eau stérile       : qsp 40 µL 

   - ADNc matrice (0,7 µg/µL)     : 4 µL 

 

 

La réaction d’amplification est réalisée à l’aide d’un thermocycleur de type 

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), et selon la programmation suivante : 
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Figure M4 : Programmation des cycles thermiques pour la réaction de polymérisation 

en chaîne. 

L’initiation de la dénaturation est étendue à 9 minutes de manière à améliorer la séparation 

des doubles brins d’ADN. 

 

II -  1 -  2 -  4 -  Construction du vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 

Le vecteur recombinant est obtenu par clonage de la séquence codante d’intérêt 

VEGFR-3 humaine dans le plasmide pSecTag/FRT/V5-His TOPO® (Invitrogen).  

Les caractéristiques du plasmide pSecTag/FRT/V5-His TOPO® sont présentées dans 

la figure M5. Il est à noter que la construction est singularisée par deux structures 

particulières : 

- une séquence de sécrétion, la séquence signal de l’IgK murine, destinée à permettre 

l’exportation de la protéine d’intérêt dans le milieu de culture (Coloma et al., 1992). 

    9 min               1 min 

     1 min 

1 min                          15 min  

94°C 

72°C 

57°C 
(Tm) 

Température 40 cycles 
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- le promoteur du cytomégalovirus PCMV permettant d’assurer un fort niveau 

d’expression de la séquence d’intérêt clonée en amont du promoteur. 

 

 

 

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

 

Les produits obtenus à l’issue de la réaction de polymérisation en chaîne sont utilisés 

directement sans être purifiés pour être intégrés dans le vecteur pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®, fournit linéarisé. La réaction de clonage est effectuée aussi rapidement que possible 
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après l’extension des fragments de PCR. L’intégration des inserts hVEGFR-3 dans les 

vecteurs est obtenue en réalisant le mélange réactionnel suivant : 

 

   - produit PCR hVEGFR-3                                                : 2 µL 

   - solution tampon (NaCl 1,2 M ; MgCl2 0,06 M)             : 1 µL 

   - eau stérile                                                                       : qsp 6 µL 

   - vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOPO® linéarisé           : 1 µL 

                                 

L’ensemble est agité doucement et incubé pendant 10 minutes à température ambiante 

(22-23°C). La ligation entre les inserts hVEGFR-3 et les vecteurs pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO® est alors réalisée avec un rendement estimé entre 30 et 50%.  

Il est à noter que le rendement de la réaction de clonage peut être amélioré en 

augmentant jusqu’à une durée de 20 minutes le temps d’incubation. En cas de difficulté à 

obtenir un nombre suffisant de clones, la quantité de produit PCR du mélange réactionnel 

peut être augmentée jusqu’à 4 µL, en prenant garde de maintenir le volume total de la réaction 

à 6 µL. 

Le produit de la réaction de clonage est placé dans la glace en attendant de pratiquer la 

transformation bactérienne. 

II -  1 -  3 -  Amplification du vecteur recombinant 

II -  1 -  3 -  1 -  Transformation bactérienne 

Le vecteur recombinant est introduit dans les bactéries en utilisant la technique du 

choc thermique. Une partie du produit de la réaction de clonage (2µL) est mélangée à une 

suspension de bactéries compétentes Escherichia coli (50µL) TOP 10 (Invitrogen). Après une 

incubation de 30 minutes dans la glace, le choc thermique est réalisé en plaçant le mélange 
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réactionnel à 42°C pendant une durée de 30 secondes, avant d’être de nouveau placé dans la 

glace.  

La brusque élévation de température favorise l’ouverture des pores membranaires des 

bactéries au moment où l’agitation thermique permet la pénétration des vecteurs 

recombinants. Le refroidissement soudain du milieu provoque ensuite la contraction de ces 

mêmes ouvertures et par là-même la séquestration des systèmes vectoriels dans les bactéries. 

Les bactéries transformées sont placées dans 250 µL de milieu de culture de type SOC 

(Bacto-Tryptone 20 g/L ; extrait bactérie-levure 5 g/L ; NaCl 8,5 mM ; KCl 2,5 mM ; MgCl2 

10 mM ; glucose 20 mM ; pH 7), puis placées sous agitation rapide (200 rpm) pendant une 

heure à 37°C de manière à initier le processus de prolifération des bactéries transformées. 

Des prélèvements de 100 à 200 µL de ces suspensions bactériennes sont ensemencés 

sur des boites de gélose LB-agar (LB : Bacto-Tryptone 10 g/L ; extrait bactérie-levure 5g/L ; 

NaCl 170 mM ; pH 7) contenant de l’ampicilline (100 µg/mL) (Q-Biogen) destiné à 

sélectionner les bactéries recombinantes possédant dans la séquence de leur nouveau 

patrimoine génétique le gène de résistance à cet antibiotique. 

La culture des colonies bactériennes sélectionnées s’effectue dans un incubateur à 

37°C pendant 12 heures. 

II -  1 -  3 -  2 -  Amplification et extraction du vecteur recombinant 

II -  1 -  3 -  2 - 1 -  Minipréparations 

Le but de cette étape est de vérifier l’intégrité du produit de la ligation. A la suite de 

l’ensemencement de la suspension bactérienne sur des boites de Petri et après une incubation 

de 12 heures à 37°C, des clones bactériens se sont développés à la surface des boites. Des 

colonies isolées sont prélevées sur l’agarose puis ensemencées dans 5mL de milieu LB 

contenant une solution d’ampicilline (100 µg/mL).  Chacun des clones ainsi isolé est alors 

placé à l’incubation à 37°C pendant 12 heures sous agitation, c’est-à-dire jusqu’à la phase 

exponentielle de croissance des bactéries. Chaque échantillon est utilisé pour constituer un 
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souchier, obtenu en mélangeant stérilement 700 µL de suspension bactérienne et 300 µL de 

glycérol. Les souchiers sont consignés à -80°C.  

Le reste de chaque suspension bactérienne est centrifugé (700 g ; 10 min ; 4°C), puis 

soumis au protocole du kit « high pure plasmid isolation kit » (Roche), afin d’obtenir 

l’extraction et la purification de l’ADN plasmidique. 

La vérification de l’orientation sens ou antisens des vecteurs purifiés est réalisée par 

utilisation d’enzymes de restriction spécifiquement choisies. Une digestion du plasmide est 

effectuée par l’enzyme Pvu II ayant un site de coupure unique dans l’insert et deux sites de 

coupure dans le plasmide, pour générer des fragments de tailles caractéristiques de 

l’orientation de l’insert. La taille des fragments obtenus est de 827, 1804 et 3643 pb si l’insert 

est intégré dans l’orientation « sens » ou de 1022, 1804 et 3448 pb si l’insert est intégré dans 

l’orientation « antisens ». 

La migration des produits issus des digestions enzymatiques est effectuée sur gel 

d’agarose à 0,8%.  

II -  1 -  3 -  2 - 2 -  Maxipréparations 

Cette étape est destinée à obtenir la production d’une quantité importante de vecteurs 

recombinants à partir de la construction d’origine. Elle consiste à mettre en culture une 

quantité déterminée (150 µL)  du plasmide d’intérêt à partir du souchier dans 500 mL de 

milieu LB en présence d’ampicilline (100 µg/mL). La suspension est incubée pendant 12 

heures à 37°C sous agitation afin d’obtenir la multiplication des clones bactériens et par 

conséquent des vecteurs recombinants. 

 La suspension bactérienne obtenue est alors traitée selon le protocole du kit « Qiafilter 

endofree » (Qiagen). Il permet l’élimination des endotoxines présentes dans les échantillons.  

Les endotoxines sont des constituants des membranes bactériennes susceptibles de 

réduire l’efficacité de la transfection, ou encore d’entraîner une activation du système du 

complément chez l’animal. 
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L’intégrité des vecteurs recombinants amplifiés et purifiés est vérifiée dans un premier 

temps par digestions enzymatiques (cf chapitre II- 1- 3- 2- 1) puis par séquençage (Genome 

Express, Grenoble, France). 

II -  1 -  4 -  Dosage des acides nucléiques par spectrophotométrie 
 

La quantité d’acide nucléique exprimée en ng/µL dans la suspension biologique 

obtenue après purification est déterminée selon la formule : 

 

                                                        A(260) x ε x Vt 

                                           C =                                                              (ng/µL) 

                                                                 Ve 

 

A(260) : absorbance mesurée à 260 nm 

Vt : volume total en µL 

Ve : volume de l’échantillon d’acides nucléiques quantifié en µL 

ε : coefficient d’extinction molaire en µg/mL 

 

Le coefficient d’extinction molaire est spécifique de chaque type d’acide nucléique. Sa 

valeur est égale à 33 pour les ADN monocaténaires, elle est de 50 pour les ADN bicaténaires 

et de 40 dans le cas des ARN. 

La pureté de la suspension d’acides nucléique est estimée par le calcul du rapport 

A(260)/A(280). Ce rapport doit être supérieur à 1,8 pour les ADN et à 2 dans le cas des ARN. 

Par ailleurs, la valeur de l’absorbance à 280 nm permet d’avoir une estimation de la quantité 

de protéines présentes dans l’échantillon.  
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II -  1 -  5 -  Electrophorèse en gel d’agarose 
 

Les acides nucléiques sont dilués dans un tampon échantillon 6X (bleu de 

bromophénol 2,5 mg/mL ; glycérol 60% ; eau distillée), puis séparés au moyen d’une 

électrophorèse en gel d’agarose dans un tampon TAE (TAE 50X : Tris-HCl 0,5 M ; acide 

acétique 50 mM ; EDTA 50 mM ; pH 7,4) ou TBE (TBE 5X : Tris-borate 89 mM ; acide 

borique 89 mM ; EDTA 2 mM ; pH 7,4) en présence de bromure d’éthidium (bET) à 0,5 

µg/mL. 

Le bET est un agent intercalant qui s’insinue entre les bases des acides nucléiques et 

permet leur visualisation lors de leur irradiation par des rayonnements ultraviolets. 

La concentration des gels d’agarose utilisés peut varier de 0,8% dans le cas de la 

détection de fragments dont la taille est comprise entre 500 et 2000 nucléotides jusqu’à 2% 

dans le cas des fragments de taille inférieure. 

 II -  1 -  6 -  Transfection des cellules 

II -  1 -  6 -  1 -  Technique de transfection par la lipofectamine 

La technique de transfection des cellules en utilisant la lipofectamine permet d’obtenir 

la pénétration des séquences d’acide nucléique d’intérêt dans les cellules cibles avec une 

grande efficacité. Elle présente l’avantage de permettre la transfection des cellules 

simplement, directement dans leur milieu de culture. 

La veille de la transfection, les cellules CHO sont lavées dans une solution de PBS 1X, 

traitées par la trypsine-EDTA pour être récupérées puis ensemencées sans antibiotique dans 

une plaque 6 puits. La densité d’ensemencement est calculée de telle sorte que les cellules se 

trouvent être entre 90 et 95% de la confluence maximale au moment de la transfection (105 

cellules/mL). Les meilleurs résultats de non toxicité, d’efficacité de pénétration et 

d’expression du transgène ont été obtenus dans ces conditions. La présence d’antibiotique au 

moment de la transfection est susceptible d’entraîner la mort de nombreuses cellules.  
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Une quantité de 4 µg d’ADN à transfecter est mélangée délicatement dans 250 µL de 

milieu de culture sans sérum. De la même manière, 10 µL de lipofectamine sont mélangés 

doucement à 250 µL de milieu sans sérum. Les deux suspensions sont incubées à température 

ambiante pendant 5 minutes, à la suite de quoi les deux mélanges sont réunis, homogénéisés 

délicatement puis laissés pendant 20 minutes à température ambiante. Les complexes 

lipofectamine-ADN se constituent alors, ce qui peut entraîner l’opacification de la suspension. 

Un volume de 100µL est prélevé à partir de cet échantillon et déposé goutte à goutte 

dans chaque puits de culture cellulaire, avant d’être réparti de manière homogène. 

Les cellules traitées sont placées à l’incubation à 37°C en atmosphère humide avec 5% 

de CO2 pendant 24 heures. Les cellules transfectées sont alors décollées de leur support et 

ensemencées au 1/10ème dans des nouveaux puits. La sélection est initiée 24 heures plus tard. 

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

Les cellules CHO sont caractérisées par leur capacité de forte expression protéique. 

Elles sont donc destinées à permettre d’obtenir la production de quantités importantes, du 

moins suffisantes, de protéines recombinantes. Cependant, ces cellules ne sont pas capables 

d’accepter directement une intégration de la séquence d’intérêt. Il est nécessaire de les 

modifier une première fois par l’introduction d’un plasmide nommé pFRT/lacZeo2 

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

 

Ce plasmide, présenté dans le figure 21, permet de rendre les cellules CHO 

compétentes pour intégrer ultérieurement la séquence hVEGFR-3 associée au plasmide 

pSecTag/FRT/V5-His TOPO® selon les caractéristiques du système Flp-In (Invitrogen). Ce 

procédé permet d’une part d’insérer une séquence génique avec précision et d’autre part de 

générer des lignées cellulaires d’expression extrêmement stables. 

Pour cela, un site FRT (Flp Recombination Target) a été introduit dans la séquence du 

plasmide en amont immédiat du codon d’initiation de manière à favoriser la fixation et le 

clivage du vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 en vue de la recombinaison 

génétique (Figure M9). 

Ces modifications des caractéristiques génomiques des cellules CHO s’accompagnent 

de l’acquisition du gène de résistance à la zéocine permettant de détecter et de sélectionner les 

cellules recombinées nommées CHO/pFRT. 
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II -  1 -  6 -  3 -  Cytotoxicité de la zéocine sur les cellules CHO 

La zéocine est un antibiotique de la famille bléomycine/phléomycine utilisé en tant 

qu’agent de sélection des cellules de mammifères (Musant et al., 1988). Sa toxicité est très 

importante du fait notamment de la présence d’un ion cuivreux au sein de la molécule (Figure 

M7).  

 

 

Figure M7 : Structure moléculaire de la zéocine (Invitrogen). 

 

Le gène Sh ble (Streptoalloteichus hindustanus bléomycine) qui induit la résistance à 

la zéocine code une protéine de 13,7 kDa qui se fixe sur la zéocine et inhibe son activité de 

clivage de l’ADN (Drocourt et al., 1990 ; Calmels et al., 1991). 
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II -  1 -  6 -  4 -  Co-transfection avec le plasmide pOG44 

Les cellules CHO/pFRT sont transfectées par le vecteur pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA/hVEGFR-3 en présence du plasmide pOG44 (Figure M8), selon la technique à la 

lipofectamine (proportions 50/50). 

 

     

 

Figure M8 : Carte du plasmide pOG44 (Invitrogen). 

 

 

Le plasmide pOG44 contient la séquence d’une recombinase dont l’expression assure 

la recombinaison génétique entre le vecteur pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 et 

les sites FRT. Cette recombinaison est conservative et les potentialités d’introduction de 

mutations ponctuelles au niveau du site de recombinaison sont négligeables (Craig et al., 

1984). 
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Figure M9 : Production des récepteurs circulants VEGFR-3 par le système Flp-In. 
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II -  1 -  6 -  5 -  Sélection des clones cellulaires 

Les cellules CHO transfectées par les plasmides pFRT, puis pOG44 et 

pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/VEGFR-3 et composées de populations hétérogènes, sont 

ensemencées à raison de 1000 à 2000 cellules par boite de culture cellulaire 100 mm en 

présence de milieu de culture complet et d’un antibiotique de sélection, l’hygromycine B (250 

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

Les clones résistants à l’action de l’antibiotique de sélection sont repérés au moyen 

d’un objectif de marquage à encre adapté au microscope et l’évolution des clones marqués est 

contrôlée tous les jours par observation microscopique. Environ dix à douze jours suivant 

l’ensemencement, des clones résistants forment des amas cellulaires de quelques dizaines de 

cellules. L’isolement est réalisé à l’aide de la technique dite des cylindres creux. Les cellules 

sont lavées par une solution de PBS 1X et un cylindre creux aseptisé, stabilisé à sa base par de 

la vaseline stérile, est appliqué autour de chaque clone marqué. 

Une solution de trypsine-EDTA (20 µL) est déposée à l’intérieur de chaque cylindre et 

les boites de culture sont placées à l’incubation pendant 10 minutes à 37°C. Au terme de 

l’incubation, chaque clone est récupéré par aspiration à la pipette et ensemencé 

individuellement en plaque de culture 24 puits, contenant 2 mL de milieu complet et de 

l’hygromycine B (250 µg/mL). Lorsque la confluence est atteinte, les clones sont récupérés et 

mis en culture en boites de Pétri 100 mm pour obtenir des quantités suffisantes pour l’analyse 

et la mise en réserve.   

II -  1 -  7 -  Analyse de l’expression des récepteurs circulants hVEGFR-3 

II -  1 -  7 -  1 -  Extraction des protéines 

Les cellules CHO transfectées par le système d’expression sont récupérées par 

trypsination puis centrifugées (1500 rpm ; 10 min ; 4°C). Les culots cellulaires sont remis en 

suspension dans un tampon de lyse RIPA (HEPES 50mM  pH 7,5 ; deoxycholate 1% ; 

nonidet P40 1% ; SDS 0,1% ; NaCl 150 mM ; aprotinine 20 µg/mL) à raison de 100 µL/107 

cellules, additionné de Complete (40 µL/mL). Les lysats sont incubés pendant 10 minutes 

dans la glace, puis soniqués 3 fois pendant 15 secondes au froid, avant d’être centrifugés 
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(5000 g ; 10 min ; 4°C). Les concentrations de protéines cellulaires sont déterminées en 

utilisant la méthode colorimétrique de Lowry (Lowry et al., 1951). 

II -  1 -  7 -  2 -  Western blot 

II -  1 -  7 -  2 -  1 - Migration des protéines : électrophorèse sur gel SDS-PAGE 

Un volume d’échantillon correspondant à 100 µg de protéines est mélangé à un 

volume équivalent de tampon échantillon 2X (Tris-HCl 0,4 M pH 6,8 ; SDS 4,5% ; glycérol 

4,5% ; bleu de bromophénol 2 mM), additionné de β-mercaptoéthanol (0,6 M). La solution 

protéique est alors dénaturée par chauffage au bain-marie à 100°C pendant 5 minutes. 

La migration et la séparation des protéines sont pratiquées au moyen d’une 

électrophorèse de type SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamide Gel) dans un 

gel à gradient de 4-15%. La migration est faite à 120 mA pendant 1 heure dans du tampon de 

migration 1 X (Tris 25 mM ; glycine 192 mM ; eau qsp 500 mL). 

II -  1 -  7 -  2 -  2 - Transfert sur membrane de nitrocellulose 

Il s’agit de réaliser le transfert des protéines à partir du gel d’électrophorèse sur une 

membrane de nitrocellulose (Amersham, Orsay, France), par application d’une tension 

électrique faible sur les deux supports en contact, en présence d’un tampon électrolytique 

approprié (Tris 50 mM ; glycine 383,5 mM ; méthanol 20% ; SDS 0,1% ; pH 8,1-8,5). La 

membrane de nitrocellulose constitue, en effet, une base adéquate en vue de la révélation des 

protéines au moyen d’anticorps spécifiques. 

La membrane de nitrocellulose, préalablement préparée par une immersion de 20 

minutes dans du tampon de transfert, est mise au contact du gel d’électrophorèse entre deux 

feuilles de papier Whatman imbibées avec le même tampon, le tout étant disposé dans une 

cuve de transfert. La tension appliquée est de 20 volts à température ambiante pendant une 

durée d’une heure. 
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II -  1 -  7 -  2 -  3 -  Incubation avec les anticorps 

Lorsque les protéines ont été transférées sur leur nouveau support, la membrane de 

nitrocellulose est lavée deux fois dans un bain de tampon TBS 1X (NaCl 150 mM ; Tris-base 

50 mM ; eau ; pH 7,5) pendant 10 minutes à température ambiante et sous agitation. 

La membrane est alors incubée pendant une heure sous agitation dans un tampon de 

blocage (TBS 1X ; Tween-20 0,05% ; lait écrémé 4%) destiné à saturer les sites de liaison non 

spécifiques des protéines, et ainsi obtenir une meilleure spécificité de reconnaissance entre 

l’anticorps primaire et la protéine d’intérêt. 

La membrane est lavée avant d’être incubée pendant 8 heures à 4°C avec l’anticorps 

primaire anti-VEGFR-3 humain (AF 349 anti-human VEGFR-3 specific goat Ig-G) (R&D 

systems). Cet anticorps produit chez la chèvre est spécifique de la région extracellulaire de la 

protéine. L’anticorps est utilisé à la dilution 1/500ème dans du tampon de blocage. 

Une seconde série de lavages est réalisée dans du tampon TBS 1X/Tween-20 (0,1%) 

avant une incubation de 1h30 sous agitation à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire (P 0449 polyclonal rabbit anti-goat Ig-G HRP) (DakoCytomation). Il s’agit d’un 

anticorps polyclonal de lapin anti Ig-G couplé à la péroxydase HRP (« horseradish 

peroxidase »). Il est utilisé à la dilution 1/2000ème dans du tampon de blocage.  

La membrane est lavée une dernière fois dans 6 bains successifs de tampon TBS 

1X/Tween-20 (0,1%)  avant d’être révélée. 

 II -  1 -  7 -  2 -  4 -  Réaction de chimioluminescence 

La membrane est incubée pendant 1 minute sous agitation lente dans un mélange 

volume/volume des réactifs du kit de détection de la chimioluminescence ECLTM 

(Amersham). Après avoir été séchée sur du papier absorbant pendant quelques minutes, la 

membrane est exposée au contact d’un film radiographique (Amersham) selon des durées 

variables allant de 1 minute à 30 minutes, de telle sorte d’obtenir l’intensité de signal la plus 

convenable. 
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La révélation des films radiographiques impressionnés est effectuée en utilisant un 

développeur automatique (Kodak Diagnostic Imaging, processeur RP X-OMAT modèle 

M6B).   

II -  1 -  8 -  RT-PCR quantitative  

II -  1 -  8 -  1 -  Lignées cellulaires 

Dix sept lignées cellulaires, tumorales ou non, ont été incluses dans l’étude de 

l’expression des ARNm : 

- lignées de mélanome (M1Dor, M4Beu, M3Dau et T1P26). 

- cellules sanguines normales (lymphocytes T) ou tumorales (Jurkat, HEL, et Molt4). 

- adénocarcinome de colon, primaire (HT29-Cl19A, WiDr, SW480) ou de nodule 

lymphatique (SW620, issue du même patient que les SW480, un an plus tard). 

- lignées cancéreuses d’origines diverses (neuroblastome : SHSY5Y ; carcinome 

pulmonaire : A549 ; ostéosarcome : MNNG/HOS, adénocarcinome mammaire : MDA-MB-

231 ; carcinome de vessie : T24).  

Les cellules sont cultivées en milieu RPMI 1640 (A549, SHSY5Y, T24, Molt4, Jurkat, 

HEL), DMEM (MDA-MB-231, HT29-Cl19A), Leibovitz-15 (SW480, SW620), McCoy 5A 

modifié (M1Dor, M4Beu, M3Dau, T1P26) et MEM (MNNG/HOS, WiDr). Tous les milieux 

utilisés (Gibco-Invitrogen) contiennent 10% de SVF (v/v) et 2 mM glutamine (Gibco-

Invitrogen). Pour la culture des cellules WiDr, 1% d’acides aminés non essentiels (v/v) est 

ajouté au milieu. 

II -  1 -  8 -  2 -  Transcription inverse 

L’utilisation de la technique de transcription inverse au cours des expérimentations de 

RT-PCR quantitative est basé sur les mêmes principes et applications que pour les 

expériences de RT-PCR non-quantitative décrits précédemment. Deux types de contrôles ont 

été utilisés :  
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- un contrôle RT-, pour chaque ARN extrait, contenant tous les réactifs sauf 

la transcriptase inverse. 

- un contrôle ARN- contenant tous les réactifs mais pas de matrice ARN. 

II -  1 -  8 -  3 -  PCR quantitative en temps réel de VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 et G6PDH 

Le principe de la PCR quantitative en temps réel utilisée ici repose sur l’incorporation 

d’un fluorochrome, le SybrGreen (SG), dans le petit sillon de l’ADN double brin. Après 

l’étape d’élongation de chaque cycle de PCR, le Light Cycler (Version 3.5, Roche) effectue 

une mesure de la fluorescence émise par le SybrGreen incorporé dans l’ADN double brin. 

L’augmentation de la fluorescence est donc directement corrélée avec la quantité d’ADN 

synthétisé et elle est visualisée en temps réel sur un moniteur. Le point d’intersection entre la 

tangente au point d’inflexion maximum (seconde dérivée maximum) de la courbe de 

fluorescence et la ligne de base est appelé « crossing point » ou Cp. Le Cp est 

automatiquement calculé par le logiciel pour chaque échantillon. Pour chaque gène, des 

gammes étalons d’amplification sont réalisées. Elles indiquent le nombre de cycles de PCR au 

moment du début de l’amplification en fonction de la concentration de l’ADNc. Le taux 

d’ADNc, donc d’ARNm cible, de chaque échantillon est ensuite calculé en fonction du Cp au 

moment du début de l’amplification, par report sur la gamme étalon (logiciel de quantification 

relative, Roche). 

La spécificité de chaque amplification est contrôlée par une courbe de fusion à la fin 

de chaque PCR : l’ADN double brin est dénaturé très lentement jusqu’à ce que sa température 

de fusion caractéristique soit atteinte. Le SybrGreen est alors relargué dans le milieu 

réactionnel, ce qui se caractérise par une brusque chute de fluorescence sur le moniteur. La 

dérivée première de la fluorescence permet d’obtenir un pic unique, garant de la spécificité 

d’amplification et de l’absence de contamination. 

 Les amorces sens et antisens sont systématiquement choisies sur 2 exons différents 

afin d’éviter les faux positifs qui pourraient résulter de l’amplification d’ADN génomique 

contaminant (Amplify 1.2 et serveur BLASTn de la base de données NCBI ; http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/). La séquence et la localisation des amorces utilisées pour la mesure du taux 

d’expression des ARNm de VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 ainsi que du gène de ménage 

G6PDH sont les suivantes : 
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L’amplification PCR des ADNc issus de la transcription inverse est effectuée en 

utilisant le kit du fournisseur au moyen d’un thermocycleur LightCycler (Version 3.5, Roche). 

Chacun des produits de la transcription inverse est utilisé pour 4 amplifications différentes, 

avec les amorces spécifiques des gènes VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 ou G6PDH. Les taux 

d’ARNm de VEGF-C, VEGF-D et VEGFR-3 sont exprimés sous forme de ratios normalisés 

(VEGF-C ou VEGF-D ou VEGFR-3 ARNm/G6PDH ARNm) en unité relative arbitraire 

(U.R.A).  

 

Les réactifs suivants sont mélangés dans des capillaires (volume final 20 µL) : 

- 2 µL de produit de transcription inverse pur ou dilué en série (1/10, 1/100, 

1/1000 et 1/10000) 

- MgCl2 3 mM (G6PDH) ou 4 mM (VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3)   

- 2 µL de mix fourni dans le kit “Fast Start SYBR Green I” (Roche) 

Gène et numéro 
d’accession  

Amorces sens (s) et antisens (as) Position 

 

VEGF-C 

(NM_005429) 

 

VEGF-D 

(NM_004469) 

  

VEGFR-3 

(NM_02020) 

 

 G6PDH 

(NM_000402 ) 

 

 

(s) 5’ CACGAGCTACCTCAGCAAGA 3’ 

(as) 5’ GCTGCCTGACACTGTGGTA 3’ 

 

(s) 5’ CCTGAAGAAGATCGCTGTTC 3’ 

(as) 5’ GAGAGCTGGTTCCTGGAGAT 3’ 

 

(s) 5’ CCTGAAGAAGATCGCTGTTC 3’ 

(as) 5’ GAGAGCTGGTTCCTGGAGAT 3’ 

 

(s) 5’ TGGAGAATGAGAGGTGGGATG 3’ 

(as) 5’ GAGCTTCACGTTCTTGTATCTGT 3’ 

 

 

Exon 3 

Exons 4-5 

 

Exons 4-5 

Exon 6 

 

Exons 10-11 

Exon 12 

 

Exon 8 

Exons 9-10 
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- amorces sens et antisens 0,3 µM (G6PDH) ou 0,5 µM (VEGF-C, VEGF-D, 

VEGFR-3).  

 

Les programmes de PCR sont les suivants: 

 

Paramètre Valeurs   

Dénaturation initiale 

 

  Nombre de cycles 

 

   Temperature (°C) 

 

   

  

  

   Temps d’incubation (s) 

 

 

1 

 

95(VEGF-C, VEGF-D) 

ou 

96 (VEGFR-3) ou 

98 (G6PDH) 

 

480 

  

Amplification 

 

   Nombre de cycles 

 

   Température (°C) 

 

 

   
 

   Temps d’incubation (s) 

 

 

50  

 

Segment 1 

95 (VEGF-C, VEGF-D) 

ou 96 (VEGFR-3) ou 

98 (G6PDH) 

 

10  

 

 

 

 

Segment 2 

60 (VEGFR-3, G6PDH) 

ou   

62 (VEGF-C, VEGF-D) 

 

4  (VEGF-D) ou 

5 (VEGF-C, VEGFR-3) 

ou 6 (G6PDH) 

 

 

 

 

Segment 3 

72 

 

 

 

7 (VEGF-D) ou 

8 (VEGF-C, VEGFR-3) 

ou 11 (G6PDH)  
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Courbe de fusion 

 

  Nombre de cycles 

 

  Température (°C) 

    

 

   

  

 

   Temps d’incubation (s) 

 

 

1 

 

Segment 1 

95(VEGF-C,VEGF-D) 

ou 

96 (VEGFR-3) ou  

98 (G6PDH) 

 

10  

 

 

 

 

Segment 2 

65 (VEGFR-3, G6PDH) 

ou   

67 (VEGF-C,VEGF-D) 

 

 

30 

 

 

 

 

Segment 3 

95(VEGF-C, VEGF-D) 

ou 

96 (VEGFR-3) ou 

98 (G6PDH) 

 

0 

 

 

II -  1 -  9 -  Imagerie médicale 
 

L’utilisation de la technique d’imagerie médicale par lymphoscintigraphie est destinée 

à réaliser la localisation du ganglion sentinelle, premier relais en cas de dissémination 

métastatique par voie lymphatique. Le repérage, le prélèvement puis l’analyse histo-

pathologique du ganglion sentinelle ont été étudiés chez le rat sain ou tumoral. Ces 

expérimentations sont destinées à disposer d’une technique permettant d’estimer la 

potentialité de dissémination métastatique par la voie lymphatique des tumeurs solides. 

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

Le sulfure de rhénium colloïdal et de technétium [99Tc] utilisé au cours de ces 

expérimentations est un colloïde métallique dont la captation est réalisée au niveau du premier 

groupe ganglionnaire. Cependant, le colloïde est protégé par une couche gélatineuse qui 

permet une diffusion au-delà de ce premier groupe. 

Il s’agit d’un marqueur spécifiquement approprié à la mise en évidence des vaisseaux 

et des ganglions lymphatiques. Les mesures d’activité au niveau des ganglions lymphatiques 
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montre que 3,06 % ± 0,10 % de l’activité administrée sont fixés à la première heure et 3,83 % 

± 0,16 % à la troisième heure. 

Au cours des 4 premières heures après l’administration, le passage dans le 

compartiment vasculaire sanguin est négligeable. 

Les données expérimentales indiquent que le produit est éliminé par voie urinaire et 

hépatique. 

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

Chaque rat est anesthésié au moyen d’un mélange oxygène/isoflurane à 3%, puis 

reçoit l’administration par injection intradermique, au niveau de l’extrémité des membres de 

100 µL de Nanocis® (CIS bio international, Gif sur Yvette, France) correspondant à une dose 

de 18.5 MBq (500 µCi). L’absorption du colloïde par les capillaires lymphatique débute dès 

les premières minutes après l’injection et le premier groupe ganglionnaire est parfaitement 

identifiable un heure plus tard.  

L’acquisition des images est effectuée sous camera à scintigraphie, puis l’excision de 

la pièce marquée est pratiquée. Le repérage de la zone de fixation de la radioactivité est guidé 

par utilisation d’une sonde type Europrobe (Eurorad, Vienne). Une vérification sur le rat de la 

présence ou de l’absence de la zone de fixation radioactive au niveau du ganglion sentinelle 

est réalisée sous caméra, et la pièce est conservée dans une solution de PBS 1X pendant 24 

heures avant d’être analysée par examen anatomo-pathologique. 

 

 

 

 

 

 



 128 

II -  2 -  Résultats 

 

L’objectif de notre travail a essentiellement consisté à concevoir des récepteurs 

circulants reproduisant la structure de ligation entre le récepteur VEGFR-3 humain et les 

facteurs de croissances activant la lymphangiogenèse pendant le développement tumoral, puis 

à évaluer leur efficacité in vitro. 

La première étape a consisté à déterminer la séquence protéique susceptible de 

permettre la fixation entre le récepteur circulant et son ligand (VEGF-C ou VEGF-D), et à 

cloner la séquence codante correspondante, à partir du gène VEGFR-3 humain, dans un 

vecteur d’expression plasmidique. 

La synthèse et la sécrétion des protéines recombinantes ont ensuite été réalisées en 

introduisant par transfection le système d’expression vectoriel dans des cellules mammifères 

productrices. 

La dernière partie de l’étude a consisté à évaluer la capacité des récepteurs circulants à 

interagir avec les facteurs de croissance activateurs du processus lymphangiogénique, ainsi 

qu’à inhiber la croissance de cellules humaines de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, 

puis à vérifier que ces protéines recombinantes étaient susceptibles de contrarier le 

déplacement orienté de ces cellules et d’empêcher la formation des microvaisseaux 

lymphatiques. 

II -  2 -  1 -  Elaboration de la séquence d’intérêt hVEGFR-3 

II -  2 -  1 -  1 -  Détermination de la séquence codante d’intérêt 

Le récepteur humain au VEGFR-3 se lie aux dimères de VEGF-C ou -D (Figure R1 

A). Cette fixation se réalise au niveau des trois derniers des sept domaines extracellulaires de 

la protéine (Figure R1 B). La conception des récepteurs circulants destinés à bloquer le 

VEGF-C ou -D avant sa fixation sur le récepteur membranaire est basée sur la reconstitution 
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d’une protéine formée par les trois domaines d’interaction avec ces facteurs de croissance 

(Figure R1 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure R1 : Structure du récepteur humain au VEGFR-3 et du site de liaison aux 

facteurs de croissance VEGF-C ou -D.  

Le récepteur VEGFR-3 (en bleu) est composé de deux domaines tyrosine kinase (TK) séparés 

par une courte séquence d’insertion (KI) et de sept domaines extracellulaires dont les trois 

derniers sont spécifiquement responsables de la liaison avec les facteurs de croissance 

VEGF-C ou VEGF-D (en rouge). 
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HAQRPEMQRGAALCLRLWLCLGLLDGLVSGYSMTPPTLNITEESHVIDTGDSLSISCRGQHPLEWAWPGAQEAPATGDKDSEDTGVVRDCEGTDARPYCKVLLL 

AIRRIMLNCWSGDPKARPAFSELVEILGDLLQGRGLQEEEEVCMAPRSSQSSEEGSFSQVSTMALHIAQADAEDSPPSLQRHSLAARYYNWVSFPGCLARGAETR 

GSSRMKTFEEFPMTPTTYKGSVDNQTDSGMVLASEEFEQIESRHRQESGFR 

SYVCKANNGIQRFRESTEVIVHENPFISVEWLKGPILEATAGDELVKLPVKLAAYPPPEFQWYKDGKALSGRHSPHALVLKEVTEASTGTYTLALWNSAAGLRRN  

KI 

Ig IV 

Ig VII 

TK I 

Ig VI Ig V 

TM 

Ig I 

Ig II Ig III 

SS 

HEVHANDTGSYVCYYKYIKARIEGTTAASSYVFVRDFEQPFINKPDTLLVNRKDAMWVPCLVSIPGLNVTLRSQSSVLWPDGQEVVWDDRRGMLVSTPLLHDA 

LYLQCETTWGDQDFLSNPFLVHITGNELYDIQLLPRKSLELLVGEKLVLNCTVWAEFNSGVTFDWDYPGKQAERGKWVPERRSQQTHTELSSILTIHNVSQHDLG 

ISLELVVNVPPQIHEKEASSPSIYSRHSRQALTCTAYGVPLPLSIQWHWRPWTPCKMFAQRSLRRRQQQDLMPQCRDWRAVTTQDAVNPIESLDTWTEFVEGKN 

KTVSKLVIQNANVSAMYKCVVSNKVGQDERLIYFYVTTIPDGFTIESKPSEELLEGQPVLLSCQADSYKYEHLRWYRLNLSTLHDAHGNPLLLDCKNVHLFATPL 

AASLEEVAPGARHATLSLSIPRVAPEHEGHYVCEVQDRRSHDKHCHKKYLSVQALEAPRLTQNLTDLLVNVSDSLEMQCLVAGAHAPSIVWYKDERLLEEKSG 

VDLADSNQKLSIQRVREEDAGRYLCSVCNAKGCVNSSASVAVEGSEDKGSMEIVILVGTGV IAVFFWVLLLLIFCNMRRPAHADIKTGYLSIIMDPGEVPLEEQCE 

CT 

TK II 

LAARNILLSESDVVKICDFGLARDIYKDPDYVRKGSARLPLKWMAPESIFDKVYTTQSDVWSFGVLLWEIFSLGASPYPGVQINEEFCQRLRDGTRMRAPELATP 

NLSNFLRAKRDAFSPCAEKSPEQRGRFRAMVELARLDRRRPGSSDRVLFARFSKTEGGARRASPDQEAEDLWLSPLTMEDLVCYSFQVARGMEFLASRKCIHRD 

YLSYDASQWEFPRERLHLGRVLGYGAFGKVVEASAFGIHKGSSCDTVAVKMLKEGATASEHRALMSELKILIHIGNHLNVVNLLGACTKPQGPLMVIVEFCK YG 

Figure R2 : Séquence des acides aminés correspondant aux différents domaines de la protéine 

humaine VEGFR-3. 

 

Le récepteur VEGFR-3 est formé par une succession de 1472 acides aminés. Les domaines 

extracellulaires Ig I, Ig II et Ig III sont suffisants pour permettre la liaison avec les facteurs de 

croissance. Les acides aminés notés en clair représentent la séquence protéique des récepteurs 

circulants.  
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La séquence codante du récepteur humain VEGFR-3 est constituée par 4416 

nucléotides. Ceux-ci correspondent à un assemblage déterminé et connu de 1472 acides 

aminés dont la séquence est référencée ci-dessus (Figure R2). Les séquences des différents 

domaines de la protéine ont quant à eux été déduits et rapportés à partir des connaissances 

actuelles (Aprelikova et al., 1992). 

La partie signalée en clair correspond à la séquence en acides aminés choisie et 

destinée à être reproduite pour concevoir les récepteurs circulants. Elle correspond à la 

reconstitution des trois domaines extracellulaires terminaux Ig I, Ig II et Ig III, flanquée d’une 

partie de chacun des domaines voisins.  

Les récepteurs circulants sont formés par 363 acides aminés (en clair sur la Figure R2) 

codés par une suite connue de 1089 paires de bases. 

II -  2 -  1 -  2 -  Synthèse par réaction RT-PCR 

Différents types de cellules d’origine humaines ont été testées afin d’y déceler une 

expression suffisante du récepteur VEGFR-3. Les cellules de leucémie humaine HEL ont été 

retenues pour être la source de récupération du matériel génétique destiné à servir de support 

matriciel afin de synthétiser la séquence nucléotidique des récepteurs circulants. 

Après extraction des ARN totaux, vérification de l’intégrité des molécules et 

transcription inverse, l’ADNc issu des cellules HEL est utilisé comme matrice pour obtenir 

après PCR les fragments de 1089 paires de bases codant la fraction protéique d’intérêt :   
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puits 1 : marqueur de poids moléculaire 100 pb 

puits 2 : produit PCR hVEGFR-3 scindé par l’enzyme de restriction Pst1 

puits 3 : produit PCR hVEGFR-3 

 

Figure R3 : Electrophorèse des fragments hVEGFR-3 obtenus après RT-PCR à partir 

des ARNm de cellules HEL. 

La digestion du fragment d’intérêt par l’enzyme de restriction Pst 1 (puits 2) confirme la 

nature de la séquence amplifiée (puits 1) en libérant trois fragments de 92, 463 et 534 paires 

de bases.    

 1             2             3         

534 pb 
463 pb 

92 pb 

1089 pb 

1500 pb 

1000 pb 

500 pb 
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Les produits issus de la PCR réalisée à partir de l’ARN des cellules humaines HEL ont 

une taille estimée à 1089 pb conforme à celle escomptée (Figure R3 puits 3). Une vérification 

est cependant effectuée en utilisant l’enzyme de restriction Pst1. 

Considérant la carte de restriction de la séquence codante du VEGFR-3 humain, il est 

connu que la digestion enzymatique par Pst1 est théoriquement à l’origine de la partition du 

fragment initial en trois fragments de 534, 463 et 92 pb respectivement.  

L’électrophorèse sur gel d’agarose à 1% confirme ces estimations.  

II -  2 -  2 -  Clonage 

II -  2 -  2 -  1 -  Introduction de la séquence hVEGFR-3 d’intérêt dans le vecteur 

pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA 

Les produits hVEGFR-3 de 1089 pb générés par réaction de polymérisation en chaîne 

sont immédiatement intégrés par réaction de clonage dans le vecteur pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA pour obtenir la construction ci-dessus (Figure R4). 
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Pcmv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure R4 : Vecteur d’expression pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA après intégration de 

la séquence codante hVEGFR-3 d’intérêt. 

L’insert correspondant à la séquence codante des récepteurs circulants est placé sous la 

dépendance d’un promoteur fort (Pcmv), immédiatement en amont d’une séquence de 

sécrétion de la protéine recombinante (IgK Leader). 

II -  2 -  2 -  2 -  Vérification par digestions enzymatiques 

A l’issue du clonage de la séquence hVEGFR-3 dans le vecteur pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA, l’ADN plasmidique est extrait des colonies bactériennes ayant servi à 

l’amplification, puis analysé par digestion enzymatique. Les résultats sont rapportés dans la 

Figure R5. Ils montrent l’existence de clones bactériens non recombinants (exemple : puits 2), 

de clones recombinants avec la séquence d’intérêt dans l’orientation antisens (exemple : puits 

3) et de clones recombinants avec la séquence dans l’orientation sens (exemple : puits 1). 

 

T7     ATG          Ig K Leader                                       hVEGFR-3                   stop   V5   6xHis 

 

hygromycine 

SV40 pA 

pUC ori 

ampicilline

BGH pA 

pSecTag/FRT/V5-His-

TOPO®/hVEGFR3 

6274 pb 
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Clone 1 : sens 

Clone 3 : antisens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clone 14 : antisens 

Clones 19 et 22 : sens 

PM 1      2       3      4       5       6      7      8       9      10     11    12 PM 

827 pb 
1022 pb 

13    14    15     16     17     18    19     20    21     22     23    24         PM  PM 

1022 pb 
827 pb 
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Clones 29, 33 et 36 : sens 

Clone 31 : antisens 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clone 43 : antisens 

 

Figure R5 : Vérification du clonage de hVEGFR-3 par digestion enzymatique Pvu II. 

827 pb 

1022 pb 

25     26    27     28     29     30    31     32    33     34     35    36         PM  PM 

1022 pb 

37     38    39     40     41     42    43     44    45     46     47    48         PM  PM 
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II -  2 -  2 -  3 -  Vérification par séquençage 

Les digestions par l’enzyme de restriction Pvu II permettent de préjuger de 

l’intégration et de l’orientation des inserts hVEGFR-3 dans le vecteur d’expression 

pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA. Elles ne permettent en aucun cas d’affirmer de manière 

rigoureuse que la séquence recombinée correspond précisément à la séquence théorique. 

Cette incertitude est levée grâce à l’utilisation de la technique de séquençage qui 

permet d’identifier la succession des nucléotides dans la zone restructurée. 

Après le séquençage d’un premier clone aux alignements imparfaits (clone 1), 

l’identité du vecteur recombinant correspondant au clone 19 (Figure R5) et dont l’insert 

semble être correctement orienté est soumis à un séquençage dans les orientations sens 

(amorces T7) et antisens (amorces Bgh). Le résultat du séquençage est présenté dans les 

figures R6 et R7. 

Il permet de constater en outre que la séquence ne comporte aucune erreur par rapport 

à la séquence décrite par Aprelikova (Aprelikova et al., 1992). Le cadre de lecture de la 

construction est intact et la fusion entre la séquence signal de l’IgK murine et l’épitope V5, 

flanquant de part et d’autre l’insert hVEGFR-3, a été concrétisée sans anomalie. 
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Figure R6 : Séquençage du clone 19  hVEGFR-3 (amorces sens T7). 

 

séquence clone 19   

séquence banque 
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Figure R7 : Séquençage du clone 19 hVEGFR-3 (amorces antisens Bgh). 

séquence clone 19 

séquence banque 
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II -  2 -  3 -  Transfections 

II -  2 -  3 -  1 -  Transfection des cellules CHO par le vecteur pFRT 

Les cellules CHO sont transfectées par le vecteur pFRT en utilisant la technique à la 

lipofectamine. La sélection par la zéocine (400 µg/mL) débute 48 heures après la transfection 

des cellules CHO. La croissance des cellules n’est alors pas affectée et les cellules sont 

détachées à la trypsine pour être ensemencées à faible densité, soit environ 100 cellules par 

boites de culture cellulaires type Petri 100 mm. Cette étape est destinée à faciliter 

l’individualisation des clones cellulaires.  

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

Les clones ensemencés à faible densité sont laissés pendant quatre jours sous culture 

sélective normale, jusqu’à ce que des amas cellulaires de clones contiennent assez de cellules 

pour subir la technique d’isolement par cylindres creux. Au moment de l’isolement, les amas 

constituent des colonies de quelques centaines de cellules (Figure R8).  

 

 

 

 

 

 

            

Figure R8 : Isolement et amplification des clones cellulaires CHO/pFRT.  

Les cellules individualisées (A : grossissement X 40) se développent en amas au terme de 

quatre jours de culture en milieu sélectif (B : grossissement X 10). 

A B 
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II -  2 -  3 -  3 -  Co-transfection des cellules CHO/pFRT par pOG44 et pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA/hVEGFR-3 

Les clones cellulaires CHO/pFRT isolés préalablement puis amplifiés, sont de 

nouveau modifiés génétiquement par transfection des vecteurs pOG44 et pSecTag/FRT/V5-

His TOPO®TA/hVEGFR-3. Cette transformation définitive du génome cellulaire est destinée 

à permettre la production et la sécrétion par ces cellules des récepteurs circulants VEGFR-3 

humains. Au terme de la transfection, la sélection est initiée au bout de 48 heures. On observe 

alors que la croissance des cellules est affectée, jusqu’à entraîner la disparition de la plus 

grande partie de celles-ci. Les clones survivants sont interrompus dans leur développement 

normal. Cette circonstance est déplorée au terme des cinq premiers essais de modification des 

cellules CHO/pFRT en cellules CHO-RC. Un essai supplémentaire dans les mêmes conditions 

permet d’obtenir des colonies viables, croissantes et morphologiquement ordinaires. On décrit 

par CHO-RC les clones théoriquement producteurs de récepteurs circulants, c’est à 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 sélectives sous hygromycine B, les 

cellules CHO-RC sont remises en culture à raison d’environ 100 cellules par boite de Pétri 

100 mm, afin d’être individualisées par la technique des cylindres creux (Figure R9). 

 

 

 

 

 

 

Figure R9 : Isolement et amplification des clones cellulaires producteurs des récepteurs 

circulants CHO-RC (A : grossissement X 40 ; B : grossissement X 10). 

A B 
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II -  2 -  4 -  Mise en évidence de la production des récepteurs circulants 

II -  2 -  4 -  1 -  Vérification de l’intégration des plasmides recombinants 

La sélection des clones cellulaires par des antibiotiques spécifiques autorise 

théoriquement à considérer que les transfections sont abouties et que les vecteurs d’expression 

ont effectivement bénéficié d’une recombinaison efficace au sein du génome des cellules 

hôtes. Cependant certaines formes de résistances aux antibiotiques, bien qu’exceptionnelles, 

peuvent survenir. Les cellules survivant dans ces conditions seraient alors des « faux-

positifs ». 

Une première vérification simple consiste à extraire l’ADN génomique des clones 

sélectionnés après transfection et isolement, puis à réaliser une réaction de polymérisation en 

chaîne en utilisant cette matrice nucléique. Les amorces utilisées sont celles qui s’hybrident 

spécifiquement à la séquence introduite, déjà utilisées pour réaliser l’amplification des inserts 

hVEGFR-3 d’intérêt en vue du clonage. 

Les cellules CHO non transfectées, CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA, 

CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3, CHO/pFRT et CHO/pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA ont été utilisées comme témoin. Elles sont sensées ne pas posséder le transgène, à 

l’exception des cellules CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 qui ne doivent 

théoriquement l’exprimer que de manière très faible, puisqu’elles ne disposent pas du système 

FRT permettant une recombinaison génétique efficace. 
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Puits 1 : CHO non transfectées 

Puits 2 : CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA (plasmide vide ; sans système FRT) 

Puits 3 : CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 (sans système FRT) 

Puits 4 : CHO/pFRT 

Puits 5 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA (plasmide vide) 

Puits 6 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 (CHO-RC) 

PM : poids moléculaire 100 bp 

 

Figure R10 : Vérification de l’intégration des vecteurs pSecTag/FRT/V5-His 

TOPO®TA/hVEGFR-3 dans le génome des cellules CHO. 

Les cellules dans lesquelles la séquence codante des récepteurs circulants hVEGFR-3 a été 

intégrée présentent une amplification variable du fragment d’intérêt en fonction de la 

présence ou de l’absence du système de recombinaison génétique FRT (puits 3 et 6). 

PM     1       2       3       4       5       6      PM 

1089 pb 
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Le résultat des amplifications permet de détecter un fragment de taille attendue pour le 

cas des cellules CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 (CHO-RC), signifiant la 

présence de l’insert recherché (Figure R10). Ces cellules sont issues d’un clone. La présence 

de ce fragment est également retrouvée dans le cas des cellules CHO/pSecTag/V5-His 

TOPO®TA/hVEGFR-3, mais l’intensité du signal est beaucoup plus faible. Cette différence 

peut être interprétée par l’efficacité moindre de la recombinaison génétique dans le cas des 

cellules CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 du fait de l’absence du système FRT. 

II -  2 -  4 -  2 -  Western Blot 

La technique du Western Blot est utilisée afin de mettre en évidence la production des 

récepteurs circulants hVEGFR-3 (RC hVEGFR-3) par les cellules CHO transfectées par les 

systèmes d’expression pFRT, pOG44 et pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3, et 

dénommées CHO-RC.  

La mise en évidence est basée sur l’utilisation d’un anticorps de détection spécifique 

de la partie extracellulaire du récepteur VEGFR-3 humain, et la comparaison avec 

l’expression protéique de populations cellulaires témoins ne produisant pas les récepteurs 

circulants hVEGFR-3.  

Le résultat de cette détection est présenté dans la figure R11. Elle indique la présence 

d’un signal de 40 kDa environ dans le puits 1 correspondant aux cellules CHO-RC 

productrices des récepteurs solubles hVEGFR-3. La taille déterminée pour ce fragment 

correspond à celle attendue pour les récepteurs circulants. Aucun des puits présentant 

l’expression protéique dans les cellules témoins (puits 2 à 5) ne laisse apparaître ce signal.   

Le signal localisé au niveau du puits 6 correspond à l’albumine bovine sérique (BSA) et 

indique la présence d’une structure de 60 KDa. 
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Puits 1 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA/hVEGFR-3 (CHO-RC) 

Puits 2 : CHO non transfectées 

Puits 3 : CHO/pSecTag/V5-His TOPO®TA (plasmide vide; sans système FRT) 

Puits 4 : CHO/pFRT 

Puits 5 : CHO/pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA (plasmide vide) 

Puits 6 : BSA 

 

Figure R11 : Détection de l’expression des récepteurs circulants VEGFR-3 d’origine 

humaine (RC hVEGFR-3) par Western Blot. 

La migration est réalisée à partir des protéines totales extraites des cellules sus-citées, 

séparées sur gel SDS-PAGE en conditions dénaturantes puis transférées sur membrane de 

nitrocellulose avant détection par les anticorps primaire (AF 349 Anti-human VEGFR-3 

specific goat Ig-G) et secondaire (P 0449 polyclonal rabbit anti-goat Ig-G HRP). 

BSA 

RC hVEGFR-3 

PM        1        2        3         4        5        6 
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II -  2 -  5 -  Evaluation de l’efficacité des récepteurs circulants 

Il a été démontré précédemment que les systèmes vectoriels d’expression des protéines 

recombinantes conçus au cours de ce travail permettent effectivement d’obtenir la production 

des récepteurs circulants déterminés, après transfection des cellules CHO in vitro. Ces 

derniers, qui sont destinés à exercer une activité anti-lymphangiogénique sur des cellules 

endothéliales humaines, nécessitent désormais d’être testés de telle sorte de déterminer d’une 

part si les protéines recombinantes ont la capacité de se lier avec les facteurs de croissance 

concernés, et d’autre part, si cette interaction conduit a une inhibition efficace et significative 

de la croissance, des dispositions migratoires des cellules lymphatiques et de la formation des 

micro-tubules vasculaires. 

Les populations de cellules utilisées dans ces expérimentations ne se comportent pas 

de manière identique. En particulier, leurs croissances in vitro sont singulièrement différentes, 

et ne requièrent pas les mêmes conditions de culture. De plus, les cellules transfectées CHO-

RC sont cultivées en conditions sélectives en présence d’un antibiotique : l’hygromycine B. 

Une étude comparative de la croissance des cellules CHO-RC et hTERT-HDLEC a par 

conséquent été nécessaire pour établir des conditions de coculture verticale satisfaisantes. Il a 

ainsi été déterminé que la croissance des cellules CHO-RC sans antibiotique et en présence du 

milieu de culture des cellules hTERT-HDLEC, supplémenté par du SVF (3%) en présence des 

facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D à la concentration de 200 ng/mL, était permise 

pour la durée du protocole établi.  

Les cellules CHO-RC, hTERT-HDLEC, mais également les cellules CHO non 

transfectées et CHO/pFRT, utilisées comme cellules témoins dans les expériences de 

coculture ont été prises en considération dans cette étude. 

L’analyse des courbes de croissance comparatives indique que les croissances des 

cellules CHO non transfectées et transfectées ne sont pas strictement similaires mais 

cependant comparables. En effet, la confrontation des courbes de croissance des cellules non 

transfectées CHO d’une part, et des cellules transfectées 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 transfectées ont une phase stationnaire dont la 

durée est de 48 heures environ suivie d’une phase exponentielle de croissance. Le temps de 

doublement moyen est de 20 heures. Les cellules CHO transfectées ont donc une croissance 

globalement similaire à celle des cellules parentales. La phase de latence n’est pas prolongée, 

et le temps de doublement ne semble que peu ou pas diminué. L’état de confluence de ces 

trois populations cellulaires ne présente pas de différence discriminante après quinze jours de 

culture. L’évolution de ces cellules en milieu hTERT-HDLEC minimum supplémenté par  

SVF (3%) et VEGF-C ou VEGF-D à la concentration de 200 ng/mL peut par conséquent être 

considérée comme satisfaisante et applicable pour la réalisation des tests de coculture 

verticale (Figures R12 et R13). 

La croissance des cellules hTERT-HDLEC est quant à elle significativement plus lente 

(test non paramétrique de Mann-Whitney) dès les premiers jours de la culture. La phase de 

latence est estimée à 48 heures, et le temps de doublement est alors de 36 heures environ. La 

confluence n’est atteinte au terme du 6ème jour et les cellules supportent cette densité sans 

difficulté jusqu’au quinzième jour. 
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Figure R12 : Courbes de croissance comparatives des cellules hTERT-HDLEC, CHO 

(non transfectées), CHO/pFRT et CHO-RC (productrices des récepteurs circulants) en 

présence de VEGF-C (200ng/mL). 

L’interprétation de ces évolutions parallèles permet de préciser les conditions de la coculture 

verticale : sa durée maximale (15 jours), le moment du dépôt des cupules (deuxième jour 

après l’ensemencement des cellules hTERT-HDLEC), et la période de remplacement de 

celles-ci (4 jours).  

Test statistique : Test non paramétrique de Mann-Whitney (* p<0,05 ; par rapport aux cellules 

CHO ; CHO/pFRT ; CHO-RC) 

* 
* 

* 
* 

* 
* 

* 
* 

* * * 
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Figure R13 : Courbes de croissance comparatives des cellules hTERT-HDLEC, CHO, 

CHO/pFRT et CHO-RC en présence de VEGF-D (200ng/mL). 

Le milieu de culture utilisé est celui requis pour la culture des cellules hTERT-HDLEC, 

supplémenté par 3% de SVF. Les comptages sont effectués tous les jours par test d’exclusion 

au bleu de Trypan. 

Test statistique : Test non paramétrique de Mann-Whitney (* p<0,05 ; par rapport aux cellules 

CHO ; CHO/pFRT ; CHO-RC) 

 

 

* * 
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Cette analyse comparative des courbes de croissance permet de déterminer les 

conditions optimales des expérimentations de coculture verticale. Les cellules CHO 

transfectées et non transfectées sont ensemencées dans les inserts de coculture 24 heures avant 

d’être disposées au contact des cellules lymphatiques hTERT-HDLEC. Cette cohabitation est 

initiée lorsque les cellules hTERT-HDLEC débutent leur phase exponentielle de croissance, 

soit environ 48 heures après leur ensemencement. Les inserts de coculture sont remplacés tous 

les quatre jours. 

Les contrôles utilisés pour les expérimentations de coculture verticales sont les 

suivants : 

- cellules hTERT-HDLEC en coculture avec cellules CHO non 

transfectées 

- cellules hTERT-HDLEC  en coculture avec cellules CHO/pFRT 

- cellules hTERT-HDLEC en coculture avec CHO/pSecTag/FRT/V5-

His TOPO®TA (plasmide vide) notées CHO-PV 

- cellules hTERT-HDLEC seules 

 

Ces témoins sont destinés à vérifier qu’il n’existe pas de différence significative entre 

la croissance des cellules hTERT-HDLEC seules et celle des cellules hTERT-HDLEC en 

coculture avec les cellules CHO non transfectées, CHO/pFRT et CHO transfectées par le 

plasmide vide, toutes ces cellules ne produisant pas les récepteurs circulants hVEGFR-3. De 

plus, un contrôle supplémentaire a été réalisé pour vérifier que la seule présence des cupules 

ne pouvait pas être à l’origine d’une perturbation de la croissance des cellules hTERT-

HDLEC.  
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II -  2 -  5 -  1 -  Coculture des cellules hTERT-HDLEC et CHO-RC 

L’effet des récepteurs circulants hVEGFR-3 produits par les cellules CHO-RC et 

libérés dans le milieu de culture est évalué au contact des cellules hTERT-HDLEC selon le 

principe de la coculture verticale au terme d’une période de 15 jours, en présence des facteur 

de croissance VEGF-C (Figure R14) et VEGF-D (Figure R15) à la concentration de 200 

ng/mL. 

L’analyse des puits de coculture témoins permet d’observer que la croissance des 

cellules hTERT-HDLEC ne se trouve en aucune manière modifiée par la présence des cellules 

CHO non transfectées, des cellules CHO-pFRT ou des cellules CHO transfectées par le 

plasmide vide (CHO-PV). 

La présence des cellules CHO-RC transfectées par le plasmide recombinant et 

productrices des récepteurs circulants affecte quant à elle de manière considérable la 

croissance des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques hTERT-HDLEC. Cette 

circonstance est observable à partir du 5ème jour et devient significative au 10ème jour dans le 

cas d’une stimulation par VEGF-C et au 11ème jour dans le cas d’une stimulation par VEGF-D 

(Test non paramétrique de Mann-Whitney). L’inhibition de croissance des cellules hTERT-

HDLEC est alors estimée à 28,5% dans le cas du VEGF-C et de 24,6% dans le cas du VEGF-

D au terme du quinzième jour, par comparaison aux puits témoins correspondant à la 

coculture des cellules hTERT-HDLEC avec les cellules CHO non transfectées. Ce résultat 

démontre que les récepteurs circulants synthétisés exercent une action inhibitrice sur la 

croissance des cellules endothéliales lymphatiques in vitro, ce qui permet d’établir 

l’hypothèse d’une interaction avec les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D susceptible 

d’être à l’origine d’une action inhibitrice sur la lymphangiogenèse. 
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Figure R14 : Courbes de croissance comparatives des cellules hTERT-HDLEC en 

coculture avec les cellules CHO productrices des récepteurs circulants, en présence de 

VEGF-C (200 ng/mL). 

Les inserts de coculture sont mis au contact des cellules hTERT-HDLEC 48 heures après le 

début de la culture cellulaire des cellules lymphatiques (flèche). Les cellules hTERT-HDLEC 

seules, hTERT-HDLEC/CHO (non transfectées), hTERT-pFRT et hTERT-HDLEC/CHO-PV 

(plasmide vide) sont utilisées comme témoins.  

Test statistique : Test non paramétrique de Mann-Whitney (* p<0,05 ; par rapport aux 

contrôles hTERT-HDLEC/CHO ; hTERT-HDLEC/CHO-PV ; hTERT-HDLEC/CHOpFRT) 

 

* * 
* 

* * * 
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Figure R15 : Courbes de croissance comparatives des cellules hTERT-HDLEC en co-

culture avec les cellules CHO productrices des récepteurs circulants, en présence de 

VEGF-D (200 ng/mL). 

Test statistique : Test non paramétrique de Mann-Whitney (* p<0,05 ; par rapport aux 

contrôles hTERT-HDLEC/CHO ; hTERT-HDLEC/CHO-PV ; hTERT-HDLEC/CHOpFRT) 

 

 

 

* * * * 
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II -  2 -  5 -  2 -  Inhibition de la migration cellulaire 

La démonstration de l’existence d’une potentialité inhibitrice des récepteurs circulants 

hVEGFR-3 permet d’envisager l’interruption ou du moins le ralentissement de l’activité 

migratoire des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques humains en réponse au 

stimulus tumoral. 

Le modèle cellulaire utilisé au cours de ces expérimentations, hTERT-HDLEC, est le 

même que pour la coculture cellulaire. Ce choix procède principalement de la justification de 

résultats homogènes et cohérents quant à l’analyse comparative des paramètres 

physiologiques pris en considération dans cette étude.  

La capacité migratoire des cellules hTERT-HDLEC est évaluée en testant l’aptitude 

des cellules à se déplacer au travers d’une mince paroi d’agarose, en réponse à un stimulus 

placé de l’autre coté de la paroi. Les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D sont de 

nouveau utilisés pour reproduire le stimulus tumoral. 

Dans cette expérimentation, la capacité inhibitrice des récepteurs circulants est évaluée 

par la mise en interaction des facteurs de croissance avec les protéines recombinantes 

sécrétées par les cellules CHO-RC. L’inhibition est jugée effective dans le cas où cette 

interaction réduit ou annule la faculté des cellules lymphatiques à traverser la fine paroi 

d’agarose. 

Une première vérification a consisté à contrôler d’une part que les cellules hTERT-

HDLEC sont effectivement capables de traverser la paroi d’agarose en réponse à un stimulus 

trophique, et d’autre part que ce déplacement orienté peut être visualisé par les techniques de 

microscopies classiques. Ce premier résultat est rapporté sur la figure R16. On y observe un 

déplacement des cellules lymphatiques vers le puits contenant une concentration élevée de 

sérum de veau fœtal (Figure R16 A), tandis qu’aucune cellule n’est trouvée dans le puits 

témoin contenant du milieu minimum non supplémenté (Figure R16 B). 
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sans sérum                                   hTERT-HDLEC                                avec sérum  

 

Figure R16 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au SVF (50 %). 

 

La réponse au facteur de croissance VEGF-C, à la concentration de 200 ng/mL, a 

ensuite été testée. Elle permet de constater un déplacement des cellules endothéliales 

lymphatiques vers la source de VEGF-C (Figure R17 B), alors que sans VEGF-C, la paroi 

n’est pas traversée (Figure R17 A). 

Cette stimulation par le facteur de croissance est en partie entravée par la présence de 

récepteurs circulants dans le milieu. En effet, on observe une réduction estimée à 53,6% du 

nombre de cellules ayant traversé la paroi en direction du puits contenant du VEGF-C et des 

récepteurs circulants (Figure R18 B), par rapport à la stimulation par le même facteur de 

croissance utilisé seul (Figure R18 A). 

 

limites de la paroi d’agarose 

A B 
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          sans VEGF-C                                hTERT-HDLEC                               avec VEGF-C  

 

Figure R17 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au VEGF-C (200 

ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

     

  

        avec VEGF-C                                  hTERT-HDLEC                         avec VEGF-C + RC 

 

Figure R18 : Inhibition de la migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au 

VEGF-C (200ng/mL) par les récepteurs circulants. 

A 
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De manière comparable, nous avons vérifié la réponse au facteur de croissance VEGF-

D, à la même concentration (200 ng/mL). On constate également une migration importante 

des cellules vers le facteur de croissance (Figure R19 B), alors que la traversée de la paroi 

d’agarose n’a pas lieu en absence de VEGF-D (Figure R19 A). Les effets d’une adjonction de 

récepteurs circulants sont observés sur les clichés suivants et montrent une inhibition partielle 

de la migration cellulaire. Ainsi, le nombre de cellules lymphatiques ayant franchi la paroi 

d’agarose est inférieur de 47,1% dans le puits contenant le VEGF-D neutralisé par les 

récepteurs circulants (Figure R20 B) par rapport au puits contenant le VEGF-D libre (Figure 

R20 A). 

 

 

 

 

 

 

 

        sans VEGF-D                                  hTERT-HDLEC                               avec VEGF-D  

 

Figure R19 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au VEGF-D (200 

ng/mL). 

 

Par ailleurs une série a pu être exploitée pour quantifier le déplacement des cellules 

lymphatiques dans les deux cas. Lorsque le facteur de croissance VEGF-D est utilisé seul, on 

mesure un déplacement des cellules de 187 µm (Figure 20 A). Dans le cas d’une inhibition 

par les récepteurs circulants, ce déplacement est réduit à 72 µm (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 cellules hTERT-HDLEC en réponse au 

VEGF-D (200ng/mL) par les récepteurs circulants. 

 

Une première série de contrôles a été effectuée en substituant le produit de sécrétion 

des cellules CHO-RC (productrices des récepteurs circulants) par le produit de sécrétion des 

cellules CHO non transfectées (non productrices des récepteurs circulants). Les déplacements 

cellulaires ont alors été comparés dans le cas de la présence ou de l’absence de ces 

suppléments. 

Dans le cas d’une stimulation par le VEGF-C, à la concentration de 200 ng/mL, on 

observe un passage des cellules hTERT-HDLEC dans les deux directions (Figures R21 A et 

B). 

Dans le cas d’une stimulation par le VEGF-D, dans des conditions comparables, le 

même résultat est constaté (Figures R22 A et B). 
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      avec VEGF-C                                    hTERT-HDLEC                       avec VEGF-C + SNT 

 

 

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

ng/mL) avec  contrôle (surnageant des cellules CHO non transfectées : SNT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

       avec VEGF-D                                  hTERT-HDLEC                       avec VEGF-D + SNT 

 

Figure R22 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au VEGF-D (200 

ng/mL) avec  contrôle (surnageant des cellules CHO non transfectées : SNT). 
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Une seconde série de contrôles est réalisée dans le but de confirmer ou de discuter les 

résultats précédents. Elle consiste à utiliser cette fois dans le milieu de culture le produit de 

sécrétion de cellules CHO ayant été transfectées par le plasmide vide et de comparer les 

mouvements cellulaires par rapport à un milieu de culture contenant le milieu conventionnel.  

Dans le cas d’une stimulation le facteur de croissance VEGF-C à 200 ng/mL, la 

migration des cellules vers le milieu normal (Figure R23 A) est comparable à celle du milieu 

contenant le produit de sécrétion des cellules transfectées par le plasmide vide (Figure R23 

B).  

Un résultat analogue est obtenu avec une stimulation par le VEGF-D (Figures R24 A 

et B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

         avecVEGF-C                                  hTERT-HDLEC                        avecVEGF-C + PV 

 

Figure R23 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au VEGF-C (200 

ng/mL) avec  contrôle (surnageant des cellules CHO transfectées par le plasmide vide : 

PV). 
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        avec VEGF-D                                   hTERT-HDLEC                          avec VEGF-D + PV 

 

Figure R24 : Migration des cellules hTERT-HDLEC en réponse au VEGF-D (200 

ng/mL) avec  contrôle (surnageant des cellules CHO transfectées par le plasmide vide : 

PV). 

 

Une première analyse de ces expérimentations permet de déduire que l’activité 

migratoire des cellules endothéliales lymphatiques humaines hTERT-HDLEC induite et 

orientée par les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D est modérée ou ralentie par la 

présence inhibitrice des récepteurs circulants. 

 

 Pour des raisons de temps, les expériences relatées ci-dessus n’ont pas pu être 

réalisées en séries suffisantes pour les soumettre à l’analyse statistique ni pour confirmer leur 

reproductibilité. Ces écueils seront toutefois rectifiés dans une publication en fin d’élaboration 

concernant ce travail et dont les principes généraux sont rapportés en annexe. 
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II -  2 -  5 -  3 -  Inhibition de la formation des tubules lymphatiques 

 

L’initiation de la formation des néo-vaisseaux lymphatiques débute par l’organisation 

des cellules de l’endothélium de ces vaisseaux en tubules. Cette disposition est normalement 

acquise à la suite d’une activation biochimique par les cytokines VEGF-C et VEGF-D. 

Une étape supplémentaire importante dans la mise au point d’une stratégie anti-

lymphangiogénique consiste à parvenir à la déstructuration de la formation de ces éléments 

vasculaires originels au moyen des récepteurs circulants hVEGFR-3. 

Dans les conditions de culture normales, les cellules de l’endothélium des vaisseaux 

d’origine humaine hTERT-HDLEC évoluent sur un support composé de gélatine à 1% 

facilitant l’ancrage de la matrice extra-cellulaire. Elles présentent alors une morphologie 

allongée, fusiforme, avec parfois une ou plusieurs ramifications qui peuvent émettre leur 

prolongement à une distance équivalent à environ une fois la taille de la cellule (Figure R25).  

Dans ces conditions, la reproduction expérimentale des formations tubulaires n’est pas 

possible.  

 

 

 

 

 

 

          

       jour 1                                                    jour 3                                                   jour 5                                                                           

 

                                                    

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

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

matrice de collagène ne suffit pas à la formation des tubes et préserve une organisation en 

tapis des cellules hTERT-HDLEC (Figure R26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

              jour 1                                                    jour 3                                                  jour 5   

 

 

Figure R26 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène. 

 

L’addition du facteur de croissance VEGF-A, pourtant non spécifique de l’activation 

des synthèses vasculaires lymphatiques, a cependant été pratiquée dans le but de démontrer 

que l’action cytokinique échappe pour partie à la spécificité des voies de transduction au 

bénéfice d’un mécanisme plus global. Le facteur de croissance a été utilisé à la concentration 

optimale que nous avons estimée à 150 ng/mL. Les conditions définies laissent entrevoir la 

formation de structures d’aspect tubulaire dès le premier jour après l’ensemencement des 

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

 

 

Figure R27 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène avec VEGF-

A (150 ng/mL). 

 

Les conditions de la culture cellulaire sont reproduites à l’identique pour observer 

l’impact d’une adjonction de récepteurs circulants dans le milieu de culture des cellules 

hTERT-HDLEC complémenté par le VEGF-A. L’organisation des cellules lymphatiques se 

construit d’une manière proche de celle précédemment décrite sans les récepteurs circulants. 

Des structures comparables à des tubules lymphatiques apparaissent dans les premiers jours 

de la culture des cellules mais les alignements cellulaires sont plus diffus, moins allongés et 

évoquent d’une manière moins éloquente la formation de vaisseaux naissants (Figure R28). 
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      jour 1                                                     jour 3                                                    jour 5 

 

 

Figure R28 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène avec VEGF-

A (150 ng/mL) en présence de  récepteurs circulants. 

 

 

L’expérience a été renouvelée en utilisant cette fois des paramètres plus 

spécifiquement en adéquation avec l’activation du processus lymphangiogénique. Le facteur 

de croissance VEGF-C, à la même concentration, a été utilisé pour induire l’organisation des 

cellules endothéliales lymphatiques en tubules. Il en résulte dès le premier jour après 

l’ensemencement des cellules hTERT-HDLEC sur la matrice de collagène un alignement des 

cellules lymphatiques dont la morphologie évolue progressivement vers une forme allongée 

en établissant des contacts à distance. Ces modifications morphologiques et structurelles des 

cellules endothéliales sont confirmées dans jours suivants pour atteindre l’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 matrice de collagène avec VEGF-

C  (150 ng/mL). 

 

 

Un essai d’inhibition de l’activation de ces modifications par le VEGF-C à 150 ng/mL 

est réalisé avec les récepteurs circulants hVEGFR-3. Il met en évidence une forte différence 

avec le cas de l’activation par le VEGF-C décrit précédemment. L’aspect d’une croissance 

cellulaire en tapis est clairement conservé et les cellules lymphatiques, si elles évoluent très 

légèrement vers une morphologie plus allongée, ne s’assemblent  pas en tubules, ni ne 

s’organisent selon quelque forme d’alignement (Figure R30).  
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         jour 1                                                   jour 3                                                   jour 5 

 

 

Figure R30 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène avec VEGF-

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

 

L’utilisation du facteur de croissance VEGF-D à 150 ng/mL pour induire la formation 

des tubules lymphatiques aboutit à un résultat plus accompli. L’organisation des cellules 

lymphatiques tend nettement vers une morphologie tubulaire dès le début de l’expérience 

pour se confirmer progressivement. Au cinquième jour, d’épais tubules distinctement définis 

parcourent intégralement la surface du support collagénique (Figure R31).  
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         jour 1                                                  jour 3                                                     jour 5              

          

 

Figure R31 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène avec VEGF-

D (150 ng/mL). 

 

Le cas de l’utilisation de VEGF-D pour induire la formation des tubules lymphatiques 

s’est donc avéré particulièrement intéressant pour réaliser les essais d’une hypothétique 

inhibition de ces arrangements cellulaires par les récepteurs circulants. L’observation indique 

aux stades précoces de l’expérience un début d’organisation selon des alignements cellulaires 

non perturbés à priori par l’action des récepteurs circulants. Cette tendance n’est cependant 

pas confirmée par la suite. A partir du quatrième et du cinquième jour après le début de 

l’expérimentation, les cellules lymphatiques humaines hTERT-HDLEC couvrent 

progressivement la surface du support de manière homogène, et les formations pseudo-

tubulaires observées initialement s’estompent. Aucune formation tubulaire n’est distinctement 

visible (Figure R32). 
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Figure R32 : Culture de cellules hTERT-HDLEC sur matrice de collagène 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 matrice de collagène en présence 

de VEGF-D (150 ng/mL) avec contrôle (surnageant des cellules CHO transfectées par le 

plasmide vide : PV). 
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Un contrôle est réalisé à partir du surnageant des cellules tranfectées avec le vecteur 

vide (CHO-PV)(Figure R33). Il permet de constater que l’organisation des structures 

vasculaires lymphatiques naissantes n’est pas perturbée dans ces conditions ce qui élimine 

l’hypothèse d’un effet non spécifique du surnageant issu de la culture des cellules CHO.  

Il est donc possible de conclure, aux vues des observations et résultats obtenus au 

terme de ces expérimentations, que l’association d’un support de type collagénique et de la 

présence de facteurs de croissance permet l’induction de structures pré-vasculaires à partir de 

cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques humains. Cette induction semble être la 

conséquence d’un mécanisme général, mais est activée plus fortement par les facteurs de 

croissance spécifiques des vaisseaux lymphatiques. On observe par ailleurs que VEGF-D 

pourrait être un meilleur inducteur de ce processus que VEGF-C dans les mêmes conditions. 

De plus, l’introduction de récepteurs circulants hVEGFR-3 dans le milieu de culture 

est à l’origine d’un effet s’opposant à ces évènements cellulaires. La formation des tubules 

lymphatiques à partir des cellules endothéliales est alors contrariée. Ces observations vont 

d’une part dans le sens de l’hypothèse d’une fixation effective des récepteurs circulants sur 

VEGF-C et VEGF-D, mais également VEGF-A, et d’autre part confirment le caractère 

inhibiteur de cette interaction. 
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II -  2 -  5 -  Etude de l’expression de VEGF-C, VEGF-D et VEGFR-3 dans 

différentes lignées tumorales 

 

Contrairement aux facteurs VEGF-C ou VEGF-D, dont l’expression a été mise en 

évidence dans plusieurs types de cellules cancéreuses, l’expression de leur récepteur VEGFR-

3 semble restreinte aux cellules endothéliales en rapport avec le processus 

lymphangiogénique, qu’il soit physiologique ou pathologique. A l’heure actuelle, ces 

affirmations sont quelque peu controversées puisqu’il a été montré que certaines cellules de 

phénotype tumoral expriment également VEGFR-3. C’est notamment le cas des cellules 

leucémiques HEL, utilisées comme source d’ARNm VEGFR-3 pour le clonage de notre 

séquence d’intérêt. 

Afin de participer à la discussion concernant l’expression de VEGFR-3, les taux 

d’ARNm de VEGFR-3 d’une part, et de ses ligands VEGF-C et VEGF-D d’autre part, ont été 

mesurés dans 16 lignées cellulaires cancéreuses humaines et dans les lymphocytes T, par RT-

PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR). Cette méthode permet de déterminer la 

concentration en ADNc d’intérêt d’un échantillon par comparaison avec une gamme étalon 

d’amplification. Dans cette étude, nous utiliserons le terme de « codance » pour définir le 

niveau d’expression d’un gène dans un type cellulaire particulier. Ainsi, on parlera de codance 

nulle dans le cas d’une gène silencieux, plutôt que de le décrire comme un gène ayant un 

niveau d’expression nul. A l’opposé, la forte codance d’un gène caractérisera un gène dont le 

niveau d’expression cellulaire est important. 

Nous avons établi 4 gammes étalons : Trois concernent l’amplification des gènes 

d’intérêt VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D et l’autre l’amplification du gène de référence 

G6PDH permettant de normaliser l’expression. Afin de réduire les erreurs éventuelles de 

manipulation, les quatre gammes ont été établies à partir du même lot d’ADNc, provenant 

d’un type cellulaire exprimant les quatre ARNm. Parmi les 17 types cellulaires testés, seules 

les cellules de carcinome pulmonaire A549 réunissaient tous les critères d’expression. Les 

résultats de l’amplification des ADNc purs ou dilués en série sont présentés dans le tableau 

R1. 
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Tableau R1 : Valeurs des « crossing-points » (Cp) pour chaque gène en fonction de la 

concentration en ADNc.  

Chaque mesure est effectuée 2 fois.  L’efficacité de chaque amplification est estimée par la 

formule :  efficacité= 10-1/pente. 

 

 

Comme le montrent les écart-types calculés pour chaque concentration d’ADNc 

(Tableau R1), la manipulation est hautement reproductible, même pour les dilutions les plus 

faibles. Il faut noter également que s’il est possible d’amplifier à la dilution 1/10000ème pour 

VEGF-C et G6PDH (Figure R34), l’amplification limite survient pour la dilution 1/1000ème 

dans le cas de VEGFR-3 et de VEGF-D (Figure R35). 

 

 

 

  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 24,61±0,23 28,00±0,23 30,84±0,04 33,73±0,25   

VEGF-R3 24,99 28,33 31,66 35,14     

  25,17 28,48 31,87 35,50   1,97 

moyenne 25,08±0,13 28,41±0,11 31,77±0,15 35,32±0,25     

VEGF-D 26,79 29,63 34,07 36,82     

  26,74 29,63 33,20 36,57   1,98 

moyenne 26,77±0,04 29,63±0,00 33,64±0,62 36,70±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 15,75±0,01 19,62±0,04 23,25±0,04 26,88±0,02 30,96±0,06   
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Figure R34 : Gammes d’amplification par RT-PCR quantitative des ADNc obtenus à 

partir des ARNm de cellules A549.  

Les amorces spécifiques de VEGFR-3 et de VEGF-C sont utilisées pour l’amplification des 

ADNc pur (courbes rouges), dilués au 1/10ème (courbes bleues), au 1/100ème (courbes vertes), 

au 1/1000ème (courbes violettes) et au 1/10000ème (courbes noires, traits pleins). Les contrôles 

de la PCR sont représentés par des courbes en pointillés. 
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Figure R35 : Gammes d’amplification par RT-PCR quantitative des ADNc obtenus à 

partir des ARNm de cellules A549.  

Les amorces spécifiques de VEGF-D et de G6PDH sont utilisées pour l’amplification des 

ADNc pur (courbes rouges), dilués au 1/10ème (courbes bleues), au 1/100ème (courbes vertes), 
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au 1/1000ème (courbes violettes) et au 1/10000ème (courbes noires, traits pleins). Les contrôles 

de la PCR sont représentés par des courbes en pointillés. 

 

L’avantage de la RT-PCR quantitative est qu’il est possible de s’assurer de la 

spécificité de l’amplification en réalisant une courbe de fusion. La figure R36 montre que 

chaque ADNc présente un pic unique quelque soit sa dilution et que l’amplification observée 

pour les contrôles est uniquement due à la présence de dimères (comparaison des figures R34 

et R35 avec la figure R36).  
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Figure R36 : Courbes de fusion caractéristiques de l’ADNc amplifié.  

Le pic caractéristique de chaque ADNc amplifié est obtenu en effectuant la dérivée première 

de la fluorescence. Une brusque chute de fluorescence est observée lorsque l’ADN double est 

dénaturé, au moment où la température critique spécifique de l’ADN, appelée température de 

fusion, est atteinte. 

 

Lorsque les courbes étalons sont validées et enregistrées, le logiciel de quantification 

relative permet le calcul d’une série de coefficients correspondants, réunissant les 

caractéristiques des gammes du gène d’intérêt et du gène de référence. A chaque 
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amplification, l’utilisation d’un calibrateur, dans notre cas l’ADNc des cellules A549, permet 

le repérage relatif à la série de coefficients et par conséquent aux gammes. 

 

Les résultats que nous avons obtenus montrent des différences notables dans 

l’expression de VEGFR-3 d’une part et l’expression de ses ligands d’autre part (Tableau 4). 

Les différences les plus importantes sont trouvées au niveau de l’expression de VEGFR-3. 

Dans 6 des 17 types cellulaires étudiés, aucune expression de l’ARNm de VEGFR-3 n’a été 

mise en évidence. Dans les autres cellules, l’expression varie d’un taux négligeable pour les 4 

types de mélanomes notamment (T1P26, M1Dor, M3Dau et M4Beu) à un niveau 

d’expression plus élevé dans le cas des cellules A549, et des cellules sanguines normales 

(lymphocytes T) mais surtout tumorales, comme les cellules Molt4, Jurkat, ou plus 

particulièrement HEL.  

 

Nous avons en revanche mis en évidence que toutes les cellules expriment l’ARNm de 

VEGF-D, à des taux plus ou moins élevés, les cellules d’adénocarcinome primaire du colon 

(SW480 : 9,61 U.R.A) exprimant environ 640 fois plus l’ARNm de VEGF-D que les cellules 

Jurkat (0,015 U.R.A). D’une manière assez surprenante, l’ARNm de VEGF-C n’est quant à 

lui pas exprimé dans toutes les cellules. Il présente par ailleurs d’importantes différences 

d’expression selon les types cellulaires, la plus forte étant 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 corrélation négative significative entre 

l’expression de l’ARNm de VEGF-D et celle de l’ARNm de VEGFR-3 (r2 = - 0,705 ; p = 

0,03 ; test non paramétrique de corrélation des rangs de Spearman). Par contre aucune 

corrélation significative n’a été trouvée entre VEGF-C et VEGFR-3 (r2 = - 0,476 ; p = 0,21) 

ou entre VEGF-D et VEGF-C (r2 = - 0,316 ; p = 0,3). 
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Tableau R2 : Expression des ARNm de VEGF-C, VEGF-D et VEGFR-3 dans différents 

types cellulaires.  

Les taux d’ARNm sont exprimés en unités relatives arbitraires (U.R.A). Le taux d’expression 

des ARNm dans les cellules A549 est le taux de référence (= 1). 

 

 

Les résultats de cette étude font l’objet d’une publication dont le contenu est détaillé en 

annexe. 

 

 

 

cellules VEGF-D VEGF-C VEGFR-3 

A549 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 
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II -  2 -  6 -  Détection du ganglion sentinelle 

 

Le ganglion sentinelle est le premier relais de la dissémination métastatique par voie 

lymphatique. Il s’agit du ganglion lymphatique le plus proche de la tumeur susceptible d’être 

le siège d’une localisation extra-tumorale immédiate, synonyme de l’imminence d’une 

dissémination à distance. Sa localisation en vue de l’analyse anatomo-pathatologique se 

trouve être par conséquent fondamentale, particulièrement dans le cas des cancers 

lymphophiles.   

Une première série d’expérimentations chez le rat a permis de mettre à profit les 

techniques d’imagerie médicale pour localiser le ganglion sentinelle chez l’animal sain. Après 

anesthésie des animaux, le marqueur radioactif est injecté en intra-dermique au niveau du 

membre inférieur et du membre supérieur opposé. Les animaux sont placés sous la caméra à 

scintigraphie. La visualisation des résultats est effectuée une heure plus tard (Figure R36). 

Au niveau du membre supérieur, l’image indique la perception d’un point de fixation 

correspondant au ganglion axillaire. 

Au niveau du membre inférieur, l’image permet de détecter la présence du ganglion 

inguinal matérialisé par une opacité au dessus du point d’injection. 

Dans les deux cas, la captation du traceur par le système lymphatique avant son 

accumulation dans les ganglions sentinelles survient dans les minutes après l’injection du 

marqueur radioactif. 
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Figure R37 : Détection du ganglion sentinelle par injection de traceur radioactif chez le 

rat. 

L’injection de nanocolloïde radioactif permet la localisation du ganglion sentinelle. Le 

traceur est injecté en intra-dermique au niveau des membres inférieur gauche et supérieur 

droit. La prise de vue  est réalisée par scintigraphie. 

 

Une seconde série d’examens a été pratiquée chez le rat porteur cette fois d’une 

tumeur. L’injection du traceur est réalisée dans les mêmes conditions. L’objectif est de 

déterminer s’il est possible de localiser rapidement et efficacement le ganglion sentinelle chez 

un sujet atteint d’une tumeur, de manière à réaliser une biopsie de ce ganglion en vue d’un 

examen anatomo-pathologique. Cet examen est destiné à permettre de diagnostiquer la 
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présence éventuelle de cellules tumorales dans le ganglion, ce qui correspond à un indice 

important du degré d’évolution de la maladie. 

 Le repérage du ganglion sentinelle est réalisé sous caméra à scintigraphie une heure 

après l’injection du marqueur radioactif (Figure R38 A). Le prélèvement du ganglion est alors 

effectué, grâce au guidage par une sonde de détection de la source radioactive. La validité du 

prélèvement est contrôlée par imagerie (Figure R38 B). 

 Les échantillons sont alors expédiés pour analyse anatomo-pathologique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure R38 : Localisation puis excision du ganglion sentinelle par marquage radioactif. 

Les ganglions axillaire et inguinal localisés par accumulation du traceur nanocolloïdal (A) 

sont prélevés et soumis à l’analyse histologique. L’exactitude du prélèvement est vérifiée (B) 

par imagerie en scintigraphie.    
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III -  Discussion et perspectives 

 

Les connaissances actuelles sur les pathologies tumorales incitent à envisager des 

solutions thérapeutiques multiples et complémentaires pour tenter d’entraver le déroulement 

de la maladie. Le travail présenté dans cette étude s’inscrit dans le contexte des nouvelles 

approches thérapeutiques anti-cancéreuses, dont l’objectif est d’inhiber la progression 

tumorale en faisant obstacle aux processus physiologiques associés à la biologie des tumeurs. 

Aussi, nous avons tenté d’initier l’élaboration d’une stratégie permettant d’empêcher le 

développement orienté de la vascularisation lymphatique péri-tumorale, essentiellement dans 

le but de réduire la dissémination métastatique dans certains cas de tumeurs solides 

lymphophiles.  

Pour cela, notre travail a consisté en l’élaboration de récepteurs circulants reproduisant 

en partie les caractéristiques des récepteurs aux facteurs de croissance de l’endothélium des 

vaisseaux lymphatiques synthétisés et sécrétés par les cellules tumorales. Ces récepteurs 

circulants sont destinés à neutraliser les facteurs de croissance avant que ceux-ci n’activent les 

récepteurs membranaires ordonnant la synthèse des néo-vaisseaux. 

Les récepteurs circulants ont été conçus par clonage de la séquence d’intérêt dans un 

vecteur d’expression à activité sécrétoire, puis exprimés et produits dans des cellules 

appropriées, avant d’être testés expérimentalement sur des cellules humaines de l’endothélium 

des vaisseaux lymphatiques en présence de facteurs de croissance. Il a ainsi été possible 

d’évaluer l’efficacité inhibitrice des récepteurs circulants sur la croissance et la migration des 

cellules lymphatiques, ainsi que leur disposition à empêcher la formation des micro-vaisseaux 

lymphatiques, en réponse au stimulus tumoral.  

Les expérimentations menées ont permis de confirmer que : 
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  - les systèmes d’expression conçus et utilisés au cours de ces travaux 

permettent la synthèse et la sécrétion des récepteurs circulants hVEGFR-3. 

  - les récepteurs circulants produits ont une conformation qui permet leur 

interaction avec les facteurs de croissance de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques 

VEGF-C et VEGF-D. Ils reproduisent par conséquent la caractéristique essentielle recherchée 

relativement aux récepteurs membranaires. 

- les récepteurs circulants exercent une action compétitive vis-à-vis des 

récepteurs membranaires VEGFR-3. 

- l’action des récepteurs circulants sur VEGF-C et VEGF-D est 

comparable mais pas strictement identique. 

- les récepteurs circulants inhibent la croissance des cellules de 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques médiée par les facteurs de croissance VEGF-C et 

VEGF-D. 

- les récepteurs circulants sont à l’origine d’un effet s’opposant à la 

migration orientée des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques d’origine 

humaine en réponse à une stimulation par les facteurs de croissance considérés dans cette 

étude. 

- les récepteurs circulants perturbent la formation des tubules induite 

par les facteurs de croissance à l’origine de l’organisation structurelle des néo-vaisseaux 

lymphatiques. 
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III -  1 -  Les récepteurs circulants inhibent la croissance et le 

développement des cellules de l’endothélium des vaisseaux 

lymphatiques humains in vitro 

 

III -  1 -  1 -  Inhibition de la croissance cellulaire 

 

Une première mise en évidence de l’efficacité des récepteurs circulants élaborés au 

cours de cette étude a été entreprise en utilisant la technique de culture conjointe des cellules 

endothéliales lymphatiques humaines et des cellules productrices des récepteurs circulants. 

Cette approche, permise grâce à l’utilisation de systèmes de cupules comportant une 

membrane diffusible autorisant le passage des protéines d’intérêt et séparant les deux 

populations cellulaires, a été réalisée après la vérification expérimentale du caractère 

activateur des facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D sur les cellules lymphatiques 

hTERT-HDLEC, dans les conditions définies pour notre étude. Cette activation est 

comparable dans les deux cas à défaut d’être strictement identique.  

L’une des difficultés appréhendée dans l’élaboration de cette stratégie était de parvenir 

à l’accomplissement de la fixation entre les récepteurs circulants et les facteurs de croissance 

ciblés. Cette condition constitue en effet la première exigence dans l’optique d’une éventuelle 

efficacité des récepteurs circulants. La reconstitution des protéines recombinantes sur le 

modèle des récepteurs membranaires a donc été systématiquement abordée avec l’intention de 

modifier le moins possible la structure moléculaire des récepteurs circulants par rapport aux 

récepteurs membranaires. Toute modification de cette structure pouvant être à l’origine de la 

disparition de la capacité d’interaction récepteur-ligand. 

Dans ce contexte, les structures additionnelles ont été proscrites au maximum de la 

conception des molécules inhibitrices. Cependant, certaines demeurent indispensables pour 

assurer la fonctionnalité du système. C’est le cas notamment de la séquence IgK-leader dont 
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la fonction est de permettre la sécrétion des protéines recombinantes au terme de leur 

synthèse.  

Les expérimentations de coculture ont donc été pratiquées dans le but d’établir une 

première confrontation entre les récepteurs circulants et les récepteurs membranaires 

relativement à leurs capacités d’établir une liaison avec leur ligand VEGF-C ou VEGF-D.  

L’interaction avec les récepteurs circulants a été effectivement constatée dans les deux 

cas. Elle s’est matérialisée par un ralentissement de la croissance des cellules lymphatiques en 

culture, exclusivement en présence des récepteurs circulants. De plus, l’inhibition observée 

était comparable dans le cas du VEGF-C et du VEGF-D. Il semble donc possible de 

considérer que la structure moléculaire des récepteurs circulants est suffisamment analogue à 

celle des récepteurs membranaires pour que la liaison entre ces éléments soit possible. 

De plus, le terme de ces expérimentations s’est caractérisé par une diminution 

significative de la croissance des cellules lymphatiques, dans le cas de la présence des 

récepteurs circulants. L’activation de la voie de transduction du signal lymphangiogenique 

apparaît par conséquent moindre dans ce cas, ce qui suggère que la dimérisation des 

monomères de VEGFR-3 membranaire est contrariée. L’action d’une inhibition par 

compétition des récepteurs circulants semble donc confirmée. 

 

III -  1 -  2 -  Inhibition de la migration cellulaire 

 

La capacité de déplacement des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques 

a été caractérisée au moyen d’un dispositif mis au point pour tenter de reproduire en partie les 

conditions physiologiques. En l’occurrence, au sein de l’organisme, la mobilité des cellules 

endothéliales est soumise aux contraintes dues à la pénétrabilité relative des tissus. Cette   

résistance impose aux cellules des endothéliums certaines dispositions d’invasivité 

particulièrement mises à contribution au moment du processus lymphangiogénique. 

Cependant notre modèle basé sur la reconstitution de structures semi-compactes en agarose 
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implique des différences de réfringence importantes qui limitent considérablement la qualité 

des prises de vue au moment de l’estimation du processus migratoire, et par conséquent, le 

traitement et l’analyse des images obtenues. 

L’étude de ce paramètre a permis cependant de conclure que les cellules de 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques sont sensibles à une stimulation par les facteurs de 

croissance VEGF-C et VEGF-D, et qu’elles y répondent par un déplacement dirigé vers la 

source trophique. De plus, ces mouvements peuvent être réalisés en dépit d’obstacles 

mécaniques conséquents. Pendant le processus de la lymphangiogenèse induite par les 

tumeurs, ces caractéristiques sont vraisemblablement mises à contribution. La tumeur 

synthétise et secrète des facteurs VEGF-C et VEGF-D qui diffusent au sein des tissus pour 

parvenir au contact des cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques périphériques. Il en 

résulte une activation de la transcription des gènes induisant la motilité et la division 

cellulaire. La formation du bourgeon vasculaire en résultant est par conséquent effectivement 

orientée en direction de l’origine du signal. Les tumeurs solides possèdent donc la capacité de 

commander elles-mêmes la mise en place d’un enrichissement vasculaire strictement canalisé 

au niveau de l’espace péri-tumoral, et destiné à potentialiser leur développement. Cette 

disposition est retrouvée au cours du processus angiogénique. 

Au cours de ces expérimentations, l’exploitation du système d’étude de la migration 

des cellules endothéliales n’a cependant pas permis de discerner une différence entre les 

capacités stimulatrices de VEGF-C et de VEGF-D. Cette limite peut être interprétée soit par 

l’absence effective de différence entre les deux facteurs de croissance, soit par les limites de 

résolution relatives à notre procédé. 

Il est cependant indiscutable de convenir qu’une inhibition par les récepteurs 

circulants se produit. Elle implique une capacité des récepteurs circulants à empêcher l’action, 

et par conséquent la liaison, des facteurs de croissance sur les récepteurs membranaires des 

cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques. 
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III -  1 -  3 -  Inhibition de la formation des tubules 

 

La formation des tubules lymphatiques à l’origine de l’organisation de la structure des 

micro-vaisseaux naissants peut être reconstituée expérimentalement. Elle répond à une 

activation par les facteurs de croissance sur une matrice appropriée. La mise en place d’un 

réseau tubulaire semble cependant plus efficace en présence de VEGF-D. La formation des 

tubules est légèrement pondérée dans le cas d’une induction par le VEGF-C dans les mêmes 

conditions. Cette observation pourrait correspondre à une spécificité de fixation récepteur-

ligand plus importante de VEGF-D par rapport à VEGF-C vis-à-vis du récepteur VEGFR-3 

chez l’homme. 

De plus, les résultats obtenus permettent de supposer que l’évolution des cellules 

endothéliales hTERT-HDLEC utilisées au cours de ces expérimentations vers une 

morphologie tubulaire peut-être partiellement induite par le facteur de croissance VEGF-A. 

Or, ce facteur de croissance ne constitue pas un ligand habituel du récepteur VEGFR-3. Il a 

été décrit comme étant susceptible d’avoir une implication relative dans le processus 

d’activation de la voie de transduction du signal lymphangiogénique, par l’intermédiaire du 

récepteur VEGFR-2 (Hong et al., 2004). 

Cette constatation laisse entrevoir deux autres possibilités. Soit l’induction de la 

formation des tubules lymphatiques s’opère selon un mécanisme général excluant une 

spécificité absolue de la relation récepteur-ligand entre les facteurs de croissance et le 

récepteur VEGFR-3. Soit l’état de différenciation des cellules utilisées pour cette étude, 

isolées à partir de cellules endothéliales de micro-vaisseaux cutanés, est insuffisant pour 

éliminer toute potentialité de réponse aux facteurs de croissance impliqués dans le processus 

angiogénique. Les cellules hTERT-HDLEC pourraient dans ce cas répondre à une stimulation 

angiogénique par le VEGF-A et orienter leur différenciation vers la formation de micro-

vaisseaux de nature hématogène. Les tubules observés ne seraient dans ce cas pas 

lymphatiques mais sanguins. 

 Relativement au caractère inhibiteur des récepteurs circulants sur la formation des 

tubules micro-vasculaires, il est possible de considérer que ces structures protéiques exercent 
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effectivement une action modératrice. Cette observation est retrouvée d’une manière 

comparable dans le cas d’une induction par le VEGF-C ou par le VEGF-D. Il apparaît donc 

d’une part qu’une efficacité de liaison entre ces facteurs de croissance et les récepteurs 

circulants existe, et d’autre part que cette relation est bien à l’origine d’une compétition avec 

la liaison entre les facteurs de croissance et le récepteur VEGFR-3 membranaire activateur de 

la lymphangiogenèse tumorale.  

Par ailleurs, on constate également une inhibition de la formation des tubules dans le 

cas d’une activation par le facteur de croissance VEGF-A, évoquant entre autre l’hypothèse 

d’une interaction possible entre les récepteurs circulants et ce facteur de croissance 

angiogénique. Cette éventualité ouvre la perspective d’un caractère inhibiteur des récepteurs 

circulants sur certaines étapes du processus angiogénique. En effet, la structure des domaines 

extra-cellulaires des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 responsables de la transduction du 

signal angiogénique, et celle du récepteur VEGFR-3, responsable de l’activation 

lymphangiogénique sont relativement proches (Aprelikova et al., 1992) et n’exclue pas la 

possibilité que les récepteurs circulants puissent se fixer sur leurs ligands respectifs. Cette 

éventualité élargirait le champ d’action des récepteurs circulants à une inhibition partielle de 

certaines étapes du processus angiogénique. Des vérifications expérimentales sont envisagées 

pour étudier ces perspectives. 

 

III -  2 -  L’environnement physiologique peut-il s’opposer à 

l’efficacité des récepteurs circulants in vivo ? 

 

Les conditions expérimentales dans lesquelles l’action compétitive et inhibitrice des 

récepteurs circulants hVEGFR-3 a été mise en évidence correspondent à des circonstances 

idéales qui ne reproduisent que très partiellement la réalité physiologique. De multiples 

paramètres sont à prendre en considération pour estimer l’hypothèse d’une action comparable 

in vivo. 



 189 

En effet, les modèles expérimentaux sont reconstitués à partir des seuls paramètres de 

l’analyse spécifique des molécules impliquées dans le processus étudié. Ils excluent les 

interactions, inactivations physiologiques et autres ligations non spécifiques qui réduisent ou 

annulent parfois l’activité de la molécule thérapeutique. 

III -  2 -  1 -  Efficacité des récepteurs circulants et interactions 

pharmacologiques 
 

De nombreux facteurs de la variabilité de l’efficacité des molécules thérapeutiques 

existent. L’absorption du médicament, c’est-à-dire le processus par lequel celui-ci passe de 

son site d’administration à la circulation générale, puis son transport et sa distribution locale 

sont des étapes au cours desquelles il est possible de déplorer des modifications importantes 

de  son efficacité thérapeutique. 

Dans la circulation générale, les récepteurs circulants peuvent se lier aux protéines 

plasmatiques, présentes en grande quantité, et s’associer à ces structures pour former des 

complexes. La liaison en résultant est généralement réversible mais seule la forme libre des 

récepteurs solubles est active. Les protéines plasmatiques impliquées dans ce type 

d’inactivation sont l’albumine, les gammaglobulines, les lipoprotéines, l’acide alpha 1 

glycoprotéine et les cellules sanguines (lymphocytes, plaquettes, polynucléaires, érythrocytes) 

principalement.   

Par la suite, la diffusion des molécules thérapeutiques impose le franchissement des 

membranes tissulaires. Dans certains tissus, la paroi vasculaire est composée de membranes 

discontinues permettant une diffusion relativement aisée du médicament. A l'opposé à 

proximité d’autres organes, la paroi vasculaire est composée de capillaires continus 

difficilement franchissables. Le phénomène de diffusion tissulaire proprement dit, c’est-à-dire 

la fixation des récepteurs circulants aux membranes tissulaires, peut avoir des conséquences 

considérables sur la distribution des molécules. Si les caractéristiques physico-chimiques des 

récepteurs circulants sont telles que la fixation aux membranes tissulaires est importante, les 

concentrations totales circulantes peuvent décroître fortement. 
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Il n’est pas possible d’exclure totalement le risque d’une bio-transformation des 

récepteurs circulants, particulièrement par le fait des enzymes des microsomes. Les 

modifications moléculaires au niveau hépatique sont en effet à considérer avec application 

dans le cas du choix d’une administration par voie sanguine. Les hépatocytes contiennent en 

effet un nombre considérable d'enzymes impliquées dans la transformation des molécules 

thérapeutiques. Elles catalysent en particulier des réactions d'oxydoréduction, des 

hydroxylations ou encore la rupture oxydative des liaisons N-C et O-C. L'élément 

fondamental de ce système enzymatique est le cytochrome P450 comprenant de nombreuses 

isoenzymes. Par ailleurs, la conjugaison avec l'acide glucuronique est fréquente. Elle est 

catalysée par le système enzymatique de la glucuronyltransférase et concerne toutes les 

molécules qui possèdent un groupement hydroxyle, carboxyle ou amine. 

 

III -  2 -  2 -  Récepteurs circulants et réponse immunitaire 
 

L’introduction dans l’organisme de protéines étrangères ou modifiées déclenche 

l’activation des mécanismes de défense du système immunitaire. Il en résulte la survenue 

d’une réaction inflammatoire et d’une inactivation protéolytique des molécules exogènes. 

Dans le contexte particulier de la mise en application d’un traitement, le déclenchement d’une 

réaction inflammatoire constitue un effet secondaire considérable. 

Les récepteurs circulants doivent par conséquent être administrés sous une forme 

excluant l’hypothèse d’une telle éventualité. L’encapsidation dans une structure lipidique ou 

neutre pourrait dans ce cas masquer le caractère immunogène des molécules injectées. 

Aux vues de ces conditions, il apparaît que la résolution des principaux écueils 

pouvant s’opposer à l’efficacité des récepteurs circulants est donc particulièrement liée au 

choix de leur mode d’administration. L’efficacité de ces molécules impose que la cible 

thérapeutique, en l’occurrence le stroma péri-tumoral et la tumeur, soit atteinte. Une 

administration systémique ne semble donc envisageable que dans l’éventualité où un vecteur 

permette l’acheminement des molécules spécifiquement à proximité immédiate de la tumeur. 
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En effet, dans le cas d’une administration systémique conventionnelle, il est à prévoir 

une diffusion des récepteurs circulants dans tout l’organisme, avec pour conséquence une 

inefficacité probable en rapport avec une dose insuffisante au niveau tumoral, voire une 

perturbation des sites de synthèses vasculaires lymphatiques non pathologiques. Une 

administration locale semblerait donc correspondre à une éventualité plus réaliste. 

 

III -  3 -  Quelle est la meilleure voie d’administration des récepteurs 

circulants pour une indication anti-tumorale ? 

 

Si l’administration des traitements basés sur les récepteurs circulants, pratiquée 

classiquement par injection sous-cutanée, intra-veineuse ou intra-musculaire permet 

l’acheminement des molécules thérapeutiques au niveau tissulaire, elle ne garantit en aucune 

manière la spécificité de ciblage indispensable des récepteurs solubles dans le cas de 

l’inhibition de la vascularisation lymphatique ou sanguine à la périphérie immédiate des 

tumeurs solides. 

Les molécules sont dans ce cas acheminées via le flux vasculaire sanguin et 

distribuées d’une manière générale et équivalente aux différents tissus et organes. Outre 

l’absence de spécificité de ciblage thérapeutique, une administration des récepteurs circulants 

par injection systémique serait susceptible d’entraîner une réduction considérable de la demi-

vie plasmatique des protéines recombinantes, et de les soumettre aux dégradations 

enzymatiques du tractus liquidien. 

L’utilisation de liposomes semble correspondre à une résolution efficace de ces 

principaux écueils. Il s’agit de vésicules de l’ordre d’un micromètre dont la membrane est 

formée par une double couche de phospholipides amphiphiles. Ils sont de plus en plus 

employés pour améliorer l’administration d’acides nucléiques vers des cibles organiques ou 

tissulaires. Ces vésicules peuvent véhiculer des agents lipophiles solubilisés à l’intérieur de la 

membrane ou hydrophiles à l’intérieur de la capsule. 
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Il a été mis en évidence que l’application de cette technique peut aboutir à un ciblage 

de qualité dans la bio-distribution des capsules lipidiques au niveau des néo-vaisseaux 

péritumoraux, et permettre d’obtenir une accumulation des liposomes jusqu’à 3 fois 

supérieure dans la région immédiatement au contact du tissu tumoral par rapport aux tissus 

musculaires environnants (Thurston et al., 1998 ; Krasnici et al., 2003). Cette circonstance est 

obtenue en utilisant des liposomes cationiques, par conséquent chargés positivement, qui 

possèdent une affinité pour les néo-vaisseaux, porteurs de charges électriques faiblement 

négatives. L’attraction électrostatique, bien que faible, est suffisante pour être à l’origine du 

ciblage des liposomes cationiques vis-à-vis des néo-vaisseaux péri-tumoraux. 

Outre le ciblage des néo-vaisseaux, les liposomes cationiques, qui constituent des 

capsules lipidiques, assurent une protection efficace de l’élément transporté jusqu’au site 

d’intérêt. Ils assurent ainsi le maintien de la structure de la molécule encapsidée.  

La libération des molécules transportées par les vésicules se fait par rupture de la 

double couche phospholipidique au moment où les liposomes porteurs de charges positives 

entrent en contact avec les cellules endothéliales des néo-vaisseaux, présentant sur leur 

surface externe des charges négatives. Cette distribution ciblée est facilitée par le 

biomimétisme induit aux récepteurs cationiques dont la structure membranaire est comparable 

à celle des membranes biologiques. 

L’optimisation de ces vecteurs lipidiques reste cependant d’actualité et impose en 

particulier des améliorations quant à leur efficacité de transfection. Leur utilisation 

thérapeutique implique également une stabilité accrue, et une toxicité moindre. Ces 

perfectionnements sont susceptibles de concerner la nature du lipide cationique, la nature du 

colipide, le rapport lipide cationique/colipide, ainsi que le rapport des charges. 

L’administration ciblée des récepteurs circulants hVEGFR-3 par voie systémique 

demeure cependant une solution intéressante permettant d’envisager une limitation d’un 

risque éventuel de diffusion des récepteurs solubles dans tout l’organisme, épargnant ainsi les 

perturbations qui pourraient en découler sur le déroulement normal des synthèses vasculaires. 
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Cependant, l’utilisation de cette technique n’est pas décrite quant à la vésiculation de 

protéines. La nature des liposomes permet généralement l’encapsidation des acides 

nucléiques. Le vecteur d’expression recombinant conçu pour permettre la synthèse des 

récepteurs circulants réalisés au cours de nos travaux a été modélisé dans la considération de 

cette hypothèse. Sa construction a été basée sur la mise en place d’une séquence de sécrétion 

et l’utilisation d’un promoteur fort pour induire une expression importante de la protéine in 

situ, utilisant la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle des cellules cibles.  

L’administration des récepteurs circulants sous leur forme protéique peut cependant 

être réalisée, à la condition de s’assurer que celle-ci soit effectuée par injection locale au 

niveau du stroma péri-tumoral. En effet, cette disposition correspond à une solution destinée 

d’une part à éviter le risque de dégradation par les enzymes protéolytiques, et d’autre part à 

assurer un ciblage thérapeutique de meilleure qualité. De plus, les récepteurs circulants ont été 

élaborés sans qu’on leur adjoigne de séquence de stabilisation de type Fc-IgG1, parfois 

utilisée pour améliorer la demi-vie plasmatique des molécules (Maruyama et al., 2004). Ce 

choix est la résultante d’une intention de modifier au minimum la séquence protéique 

reconstruite par rapport à la séquence originelle, de manière à reproduire le plus fidèlement 

possible la structure de la protéine naturelle et donc, ses caractéristiques biologiques. La voie 

d’administration par injection locale au niveau du stroma péri-tumoral semble cependant 

rejeter la possibilité d’une utilisation des récepteurs circulants pour le cas des tumeurs 

profondes. 

Que ce soit dans le cas d’une administration des vecteurs recombinants dans des 

liposomes cationiques ou dans le cas de l’injection in situ des récepteurs circulants, la dose 

permettant l’efficacité et excluant la toxicité reste à définir. Cette démarche constitue la 

prochaine étape dans la mise au point de l’utilisation de ces molécules chez l’animal. Il s’agit 

d’une finalisation délicate puisque des concentrations circulantes proches sont susceptibles 

d’être à l’origine d’une réponse pharmacodynamique extrêmement variable, allant de 

l’inefficacité à la toxicité sévère. Des gammes d’essai 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-elle influencer 

la croissance tumorale  et le potentiel métastatique ? 

 

 

Les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D ont une importance considérable dans 

le processus lymphangiogénique. Ces facteurs sont synthétisés par les tumeurs, ce qui favorise 

la vascularisation lymphatique péri-tumorale et par conséquent la dissémination métastatique. 

En effet, la fixation de ces facteurs de croissance sur le récepteur VEGFR-3 exprimé à la 

surface des cellules de l’endothélium des vaisseaux conduit à la progression de ces cellules en 

direction de la tumeur. 

La codance du gène VEGFR-3 est très forte dans la plupart des cellules de l’organisme 

au moment de la vasculogenèse embryonnaire, avant de se restreindre quasiment aux seuls 

vaisseaux lymphatiques. Toutefois, cette expression a été mise en évidence dans quelques 

autres tissus chez l’adulte. 

La surexpression de VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D est considérée comme un facteur 

de mauvais pronostique dans de nombreux types tumoraux. De plus, la co-expression de 

VEGFR-3 et VEGF-C ou VEGF-D détectée dans plusieurs types tumoraux suggère que les 

facteurs de croissance puissent directement influencer la croissance tumorale selon un 

mécanisme de régulation autocrine. 

Nous avons mesuré le taux d’expression de l’ARNm de VEGFR-3 dans 16 types 

cellulaires tumoraux et un type de cellules non tumorales chez l’Homme, et nous l’avons 

comparé avec l’expression de VEGF-C et VEGF-D. 

Nos résultats montrent que, contrairement à VEGF-D, les ARNm de VEGFR-3 et 

VEGF-C ne sont pas détectés dans tous ces types cellulaires, et que leurs niveaux 

d’expression sont parfois très différents. De plus, nous avons observé que dans un même type 

cellulaire, le taux d’ARNm de VEGFR-3 et VEGF-D est corrélé négativement, et cela de 

manière significative. 
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Nous avons utilisé la technique de RT-PCR quantitative pour déterminer le niveau 

d’expression de VEGFR-3, VEGF-C et VEGF-D normalisé par le gène de référence G6PDH. 

Il s’agit en effet d’une méthode extrêmement fiable pour apprécier la codance des gènes. 

L’expression de VEGFR-3 n’a pas été détectée dans les cellules tumorales T24 

(vessie), SHSY5Y (neuroblastome) et les lignées de tumeurs colorectales. Si cette expression 

n’est pas trouvée dans la lignée SHSY5Y, elle est cependant très forte dans sa lignée parentale 

SK-N-DZ, dérivée de métastases osseuses de neuroblastome (Beierle et al., 2004). Dans la 

mesure où SHSY5Y est un sous-clone éloigné (3 générations) de SK-N-DZ, ce résultat 

suggère que le phénotype parental a été modifié par les conditions de la culture cellulaire 

jusqu’à la perte de l’expression du gène VEGFR-3, devenu inutile dans un environnement non 

tumoral. 

Dans un second groupe de lignées cellulaires, incluant les cellules de mélanome, 

d’ostéosarcome (MNNG/HOS) et de cancer du sein (MDA-MB-231), l’expression de 

VEGFR-3 a été détectée de manière excessivement discrète. Par ailleurs, une étude récente 

n’évoque pas la trace de l’expression de VEGFR-3 dans les cellules MDA-MB-231 

(Fitzpatrick et al., 2003). Cette nuance peut être interprétée par une sensibilité moindre de la 

technique utilisée alors. D’autres investigations sont à envisager dans le but de déterminer si 

l’expression de VEGFR-3 dans ces types tumoraux peut être considérée comme négligeable, 

ou si cette expression résiduelle est susceptible de déclencher un mécanisme autocrine de 

croissance tumorale. 

Une expression importante du gène VEGFR-3 a été mesurée dans cinq types 

cellulaires : les cellules de leucémie (HEL), de cancer pulmonaire non à petites cellules 

(A549), les lymphocytes T, les cellules Molt4 et Jurkat. En 1992, Aprelikova a décrit une 

expression de l’ARNm de VEGFR-3 dans les cellules HEL, mais pas dans les cellules Molt4 

(Aprelikova et al., 1992). Cette expression n’a par ailleurs jamais été décrite dans les cellules 

Jurkat ni dans les lymphocytesT. Les évènement physiologiques et moléculaires relatifs à 

cette expression demeurent cependant mal compris : ces cellules pourraient dériver d’une 

lignée lymphoblastique embryonnaire commune et avoir conservé une expression résiduelle 

de VEGFR-3. L’expression du récepteur pourrait correspondre à une régulation autocrine 

permettant d’assurer la migration et la survie cellulaire (Fielder et al., 1997). Ainsi, 
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l’expression de VEGFR-3 pourrait être associée à la manifestation de dispositions migratoires 

des cellules (Chou et al., 2003). 

La surexpression de VEGF-C et de VEGF-D est généralement associée avec un 

mauvais pronostique de la pathologie tumorale. Une corrélation entre la co-expression de 

VEGFR-3 et VEGF-C ou VEGF-D a été décrite dans de nombreux cas de tumeurs, comme les 

tumeurs colorectales (Kawakami et al., 2003 ; Witte et al., 2002), les neuroblastomes (Meister 

et al., 1999 ; Eggert et al., 2000), les cancers du sein (Nakamura et al., 2003 ; Valtola et al., 

1999) et les leucémies (Dias et al., 2002). 

Nous avons mis en évidence que l’ARNm de VEGF-C, contrairement à celui de 

VEGF-D, n’est pas détecté dans tous les types cellulaires que nous avons étudié. Les plus 

forts taux ont été trouvés dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231. Ce résultat est 

confirmé par des travaux antérieurs (Fitzpatrick et al., 2003 ; Al-Rawi et al., 2005). Les 

cellules d’adénocarcinome pulmonaire A549, de cancer de la vessie T24 et d’ostéosarcome 

1547 ont également des niveaux d’expression de l’ARNm de VEGF-C relativement élevés. 

Au contraire, cette expression n’a pas été trouvée dans les cellules Molt4 et Jurkat, dans les 

cellules d’adénocarcinome pulmonaire Widr, ainsi que dans leur lignée parentale HT-29 

cl19A. Par ailleurs, les lignées d’adénocarcinome colorectal, qui expriment peu ou pas 

l’ARNm de VEGF-C, expriment en revanche fortement VEGF-D. C’est particulièrement le 

cas de la lignée SW480. 

Nous pouvons par conséquent émettre l’hypothèse qu’une telle surexpression de 

l’ARNm de VEGF-D peut être mise en corrélation avec le fort potentiel métastatique de ces 

tumeurs, dans la mesure où la lignée SW620 a été isolée à partir de ganglions lymphatiques 

envahis, chez le même patient un an plus tard. 

Dans cette série expérimentale, il a donc été possible d’établir une corrélation négative 

entre l’expression de VEGFR-3 et du facteur de croissance VEGF-D dans un même type 

cellulaire. 

De plus, l’expression du récepteur VEGFR-3 dans de nombreux types tumoraux 

permet de suggérer l’hypothèse d’une implication de cette protéine dans les capacités de 
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migration de types cellulaires autres que les cellules de l’endothélium des vaisseaux 

lymphatiques. Par ailleurs, l’étude de l’existence d’une corrélation entre l’expression de 

VEGFR-3 et le pronostique de la maladie est a envisager.  

Enfin, la co-expression de VEGFR-3 et de VEGF-C ou VEGF-D dans certaines 

lignées d’une part, et la corrélation négative entre VEGFR-3 et VEGF-D d’autre part, conduit 

à penser que des régulations paracrine et autocrine sont susceptibles d’être à l’origine de la 

modulation de la croissance tumorale et de la dissémination métastatique en fonction du type 

tumoral. 

 

III -  5 -  L’imagerie médicale peut-elle constituer un outil efficace 

d’évaluation d’un traitement anti-lymphangiogénique ? 

 

Les techniques d’imagerie médicales actuelles ne sont pas particulièrement 

performantes dans le cadre de l’observation du réseau vasculaire lymphatique. Or, 

l’estimation finale de l’efficacité des récepteurs circulants considérés dans cette étude passe 

obligatoirement par une visualisation permettant une quantification de la densité vasculaire 

lymphatique péri-tumorale. Une étude du réseau vasculaire avec ou sans le traitement sur des 

animaux par les récepteurs solubles VEGFR-3 constitue par conséquent un outil indispensable 

à la détermination de l’efficacité de ces derniers. 

Actuellement, la lymphoscintigraphie est la seule technique répondant partiellement à 

cette obligation. L’utilisation d’un colloïde métallique radioactif approprié pouvant permettre 

de rendre compte de l’évolution du réseau lymphatique péri-tumoral a été mise en application 

dans ce travail. En effet, la paroi des capillaires lymphatiques est dépourvue de membrane 

basale et présente des interruptions de continuité. La solution est administrée dans l’espace 

interstitiel du territoire à étudier et les particules colloïdales marquées pénètrent rapidement 

par ces béances pour rejoindre la circulation lymphatique. 



 198 

Les expériences d’accumulation des particules nanocolloïdales marquées au niveau 

des filtres ganglionnaires nous ont permis de localiser les ganglions sentinelles. Il s’agit du 

premier ganglion concerné par un éventuel envahissement métastatique issu de la tumeur 

primitive. L’étude histologique après biopsie de ce ganglion est donc théoriquement 

prédictive de celle de l’intégralité de la chaîne ganglionnaire. En outre, l’invasion du ganglion 

sentinelle est synonyme de l’initiation d’une dissémination métastatique par la voie 

lymphatique. L’étude comparative par lymphographie de ces ganglions peut donc constituer 

une base pour l’analyse de l’efficacité de l’administration de récepteurs circulants sur la 

dissémination métastatique par voie lymphatique, en considérant qu’il existe un corrélation 

entre la dissémination métastatique par voie lymphatique et la densité vasculaire lymphatique 

péri-tumorale. 

Cependant, l’estimation par cette technique de l’influence du traitement sur l’évolution 

du réseau lymphatique péri-tumoral est indirecte. Elle ne permet pas la visualisation des néo-

vaisseaux mais l’analyse des conséquences de ces évolutions sur la dissémination 

métastatique. En effet, il est simplement possible grâce à cette méthode de localiser puis de 

prélever les ganglions sentinelles afin de déterminer s’ils constituent ou pas un site 

métastatique. La comparaison de séries expérimentales d’animaux traités ou non traités par 

récepteurs circulants VEGFR-3 est donc destinée à donner une indication de l’effet du 

traitement sur la dissémination métastatique. La méthode d’analyse n’est pas directe mais 

l’information recherchée est atteinte. 

Une autre approche d’évaluation expérimentale chez l’animal de l’efficacité des 

récepteurs circulants peut consister à réaliser des coupes histologiques des tissus péri-

tumoraux. La détection de la densité vasculaire grâce à l’utilisation de marqueurs de la 

lymphangiogenèse tels LYVE-1, la podoplanine, Prox-1 ou encore VEGFR-3 est 

envisageable. L’utilisation de marquages croisés avec recours à plusieurs de ces anticorps au 

moment de l’analyse comparative chez des animaux traités et non traités est cependant 

nécessaire étant donné la spécificité relative de ces molécules.  
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III -  4 -  La lymphangiogenèse tumorale est-elle susceptible de 

contourner une stratégie anti-VEGFR-3 ? 

 

Les récepteurs solubles utilisés dans notre étude ont été conçus de manière à exercer 

une activité compétitive et inhibitrice vis-à-vis des récepteurs membranaires VEGFR-3, dans 

le but d’entraver le déroulement du processus lymphangiogénique au moment de l’évolution 

tumorale. 

En effet, les récepteurs VEGFR-3 sont décrits comme étant spécifiquement 

responsables de l’activation de la signalisation lymphangiogénique. Le blocage de la voie 

d’activation de ce récepteur membranaire suggère par conséquent une efficacité sur la 

physiologie des vaisseaux lymphatiques naissants. 

Cependant, en matière de pathologie humaine, il n’est pas exceptionnel de déplorer le 

contournement de la voie thérapeutique établie. Dans notre cas, une surexpression des 

facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D par la tumeur ne peut être exclue totalement. En 

effet, la carence vasculaire lymphatique est susceptible d’être à l’origine de modifications 

considérables au niveau du stroma péri-tumoral. L’accumulation des déchets du métabolisme 

prolifératif des cellules cancéreuses et le défaut d’irrigation tissulaire peuvent être perçus par 

les cellules tumorales comme les signes d’un stress à l’origine de l’activation de la 

transcription des gènes susceptibles de permettre une adaptation à cette carence. La seule 

alternative à cette éventualité serait alors l’utilisation de doses thérapeutiques plus élevées. 

Par ailleurs, de récents travaux de recherche suggèrent qu’une activation de la 

lymphangiogenèse est susceptible de survenir en réponse à une signalisation par les récepteurs 

VEGFR-2. L’activation serait dans ce cas le fait du facteur de croissance VEGF-A. Cette 

hypothèse ouvre l’éventualité qu’en cas d’une inhibition de la lymphangiogenèse induite au 

niveau des récepteurs VEGFR-3, la signalisation se trouve médiée par les récepteurs 

membranaires VEGFR-2 pour contourner le blocage (Hong et al., 2004). 
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La solution à cette éventualité consisterait à ce que les récepteurs circulants possèdent 

la capacité de se lier non seulement aux facteurs VEGF-C et VEGF-D, mais également au 

facteur VEGF-A, avec une spécificité comparable.  

La structure du facteur de croissance VEGF-A se trouve être relativement analogue à 

celle des facteurs VEGF-C et VEGF-D (Shibuya, 2001). Il existe d’ailleurs un certain nombre 

d’homologies entre les facteurs de croissance VEGF entre eux d’une part, et les récepteurs 

VEGFR à ces facteurs entre eux d’autre part. Ces dernières expliquent d’ailleurs en partie les 

compatibilités croisées observées entre les différents facteurs de croissance et leurs 

récepteurs. Ces homologies sont trouvées particulièrement au niveau de la région extra-

cellulaire de la protéine, qui se trouve être la zone d’interaction récepteur-ligand. Il n’est 

cependant pas établi de manière catégorique que cette spécificité relative entre les récepteurs 

VEGFR et les différents VEGF soit suffisante pour considérer qu’un blocage du VEGF-A par 

les récepteurs circulants synthétisés pour se fixer aux VEGF-C et VEGF-D soit objectivement 

envisageable.  

Toutefois, au cours de nos expérimentations, nous avons mis en évidence une certaine 

forme de potentialité inhibitrice des récepteurs circulants vis-à-vis de la stimulation de la 

formation des tubules vasculaires par VEGF-A. Des expérimentations supplémentaires 

d’inhibition de la croissance cellulaire et d’inhibition de la formation des microtubules 

vasculaires sont à envisager pour argumenter ce résultat.  

 

III -  6 -  L’angiogenèse tumorale peut-elle est stimulée en cas 

d’inhibition de la lymphangiogenèse ?  

 

Le contournement d’une hypothétique inhibition de l’enrichissement vasculaire 

lymphatique par les tumeurs pourrait cependant prendre un autre aspect. 
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Il existe deux voies vasculaires assurant aux tumeurs un approvisionnement nécessaire 

à leur développement. Ces deux voies sont la voie sanguine et la voie lymphatique. Les 

corrélations entre ces deux systèmes sont multiples. Il n’est pas possible d’exclure absolument 

l’hypothèse qu’une inhibition de l’une de ces voies ne provoque indirectement la stimulation 

de l’autre dans le but de compenser au mieux l’insuffisance vasculaire générée. Certes les 

fonctions et caractéristiques physiologiques des deux systèmes sont singulières mais on sait 

aujourd’hui que l’activation de l’angiogenèse et de la lymphangiogenèse se trouve sous la 

direction de molécules remarquablement comparables et génétiquement apparentées. 

Par conséquent, la question des répercutions possibles de l’efficacité d’une stratégie 

anti-lymphangiogénique se pose. Peut-on éliminer totalement l’hypothèse qu’une activation 

de l’angiogenèse ne puisse constituer une réponse adaptative de la tumeur à l’inhibition de la 

lymphangiogenèse d’une part et d’autre part que cette conséquence ne puisse être plus 

déplorable encore que la situation initiale. 

Cette hypothèse semble devoir impérativement être vérifiée expérimentalement chez 

l’animal. Pour cela, nous pouvons envisager l’utilisation de la technique d’imagerie par 

angioscintigraphie au 99m Tc, qui semble être l’une des méthodes les plus résolutives pour le 

suivi de l’évolution angiogénique. Cette technique permet en effet d’étudier la vascularisation 

sanguine d’un tissu indirectement après le marquage des globules rouges. 

Si l’on prend en considération ce paramètre, et si cette hypothèse se vérifie 

expérimentalement, il devient difficile de considérer la solution anti-lymphangiogénique 

comme étant dissociable d’une stratégie anti-angiogénique. 
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III -  7 -  Perspectives : couplage des stratégies anti-

lymphangiogenique et anti-angiogénique 

 

Les réseaux vasculaires lymphatique et sanguin sont intimement associés quant à leur 

implication dans le fonctionnement normal de l’organisme. Leurs fonctions sont 

complémentaires et leurs évolutions, depuis l’embryogenèse jusqu’aux réponses adaptatives 

aux contraintes physiologiques, sont étroitement liées. 

Au cours du processus tumoral, ces deux systèmes sont en quelque sorte détournés de 

leurs fonctions initiales par les tumeurs solides dans le but de potentialiser leur 

développement et d’assurer la dissémination à distance de cellules cancéreuses vers des 

localisations secondaires. 

Par ailleurs, l’induction et la régulation de la lymphangiogenèse et de l’angiogenèse 

tumorales sont sous la dépendance de mécanismes extrêmement comparables, faisant 

intervenir des molécules proches et parfois même interactives. 

 La stratégie anti-vasculaire de lutte contre les cancers constitue un concept récent, 

destiné à asphyxier, sevrer et isoler la tumeur de manière à entraver son évolution. La 

combinaison des approches anti-angiogénique et anti-lymphangiogénique évoque l’hypothèse 

d’une prise en considération globale, et par conséquent probablement complète, des tentatives 

de résolution de la maladie par la voie vasculaire. 

Du reste, il existe de plus en plus de doutes sur la spécificité jusqu’alors supposée des 

mécanismes de régulation de ces deux processus. La singularité des interactions entre les 

facteurs de croissance des cellules des endothéliums vasculaires et leurs récepteurs sont en 

particulier mises en cause depuis la découverte de l’implication potentielle du récepteur 

VEGFR-2 activé par le facteur de croissance VEGF-A dans l’induction de la 

lymphangiogenèse. 



 203 

De plus, quelques incertitudes demeurent quant aux conséquences d’une inhibition 

partielle de l’une de ces deux voies. En particulier, l’inertie absolue de l’angiogenèse tumorale 

en cas d’inhibition de la lymphangiogenèse n’a jamais été mise en évidence. 

Par conséquent, il semble que la solution la plus appropriée pour exclure ce risque soit 

un couplage entre les deux stratégies anti-vasculaires. Ce couplage semble ne pouvoir être en 

outre à l’origine que d’une potentialisation de l’efficacité de chacune de ces approches, à la 

seule condition que le ciblage des traitements soit suffisamment spécifique.  

Par ailleurs, une adaptation des schémas thérapeutiques actuels visant à optimiser 

l’association entre les effets antiprolifératifs des thérapies classiques et l’action inhibitrice des 

stratégies ant-vasculaires pourrait se traduire par une efficacité thérapeutique optimisée. 
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IV -  Conclusion  

La lymphangiogenèse tumorale est un processus physiologique en grande partie mis 

en place par les cellules cancéreuses pour améliorer leur développement et favoriser leur 

croissance. Elle améliore en particulier la détoxication de l’environnement des cellules 

prolifératives, complète l’irrigation tissulaire de la tumeur et potentialise la dissémination des 

cellules métastatiques. La lymphangiogenèse induite par les cellules tumorales résulte de la 

synthèse puis de la libération de facteurs de croissance des vaisseaux lymphatiques, 

essentiellement VEGF-C et VEGF-D, qui interagissent avec des récepteurs localisés sur les 

cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, nommés VEGFR-3. Il résulte de cette 

interaction l’activation de la voie de transduction du signal lymphangiogénique qui aboutit à 

la stimulation de l’expression des gènes responsable de la division des cellules endothéliales. 

La croissance des cellules de l’endothélium des vaisseaux lymphatiques en réponse au 

stimulus adressé par les cellules tumorales est dirigée vers l’origine de ce signal et il en 

résulte la formation de néo-vaisseaux lymphatiques dans le stroma péri-tumoral. 

L’objectif de notre travail a consisté à perturber ce mécanisme au moyen de récepteurs 

circulants reproduisant le site de fixation entre les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D 

d’une part et les récepteurs membranaires VEGR-3 d’autre part. Ces récepteurs solubles sont 

modélisés pour se fixer sur les facteurs de croissance et établir ainsi une compétition avec les 

récepteurs localisés sur la membrane des cellules de l’endothélium des vaisseaux 

lymphatiques, activateurs du signal lymphangiogénique. Ce blocage est destiné à limiter la 

prolifération vasculaire lymphatique péri-tumorale. 

Au terme des étapes de conception des récepteurs circulants par les techniques 

actuelles de la biologie moléculaire, les caractéristiques inhibitrices des protéines modifiées 

ont été évaluées relativement à leur capacité à entraver la croissance dirigée des cellules de 

l’endothélium des vaisseaux lymphatiques, en réponse aux facteurs de croissance tumoraux. 
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Dans les conditions expérimentales considérées, les récepteurs solubles ont été à 

l’origine d’une inhibition de la croissance des cellules endothéliales lymphatiques humaines, 

d’une réduction de la migration de ces cellules en direction du stimulus tumoral, et d’une 

modération de la formation des tubules lymphatiques à l’origine des micro-vaisseaux. 

Ces résultats suggèrent une potentialité des récepteurs solubles VEGFR-3 à contribuer 

à l’appauvrissement du réseau vasculaire lymphatique péri-tumoral, dont les modalités seront 

précisées au cours des expérimentations in vivo manquant à l’accréditation de nos 

applications. 

Les stratégies de lutte contre la progression tumorale reposant sur l’inhibition de 

l’angiogenèse induite par les cellules cancéreuses font partie des solutions thérapeutiques 

susceptibles de devenir prochainement significativement efficaces. Cette orientation anti-

angiogénique très prometteuse est cependant généralement dissociée d’éventuelles démarches 

anti-lymphangiogéniques, alors qu’une combinaison de ces méthodes semblerait pouvoir 

constituer une base substantielle pour la finalisation de stratégies vasculaires plus complètes 

de lutte contre la plupart des tumeurs solides et pouvant être, en outre, utilisée en temps 

qu’outil thérapeutique additionnel aux traitements classiques actuels. 
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Abstract 

Lymphangiogenesis plays an important role in tumor growth and metastatic diffusion. Tumor 

cells produce growth factors such as VEGF-C and VEGF-D which bind to and activate the 

VEGFR-3 receptor mainly expressed on lymphatic endothelial cells. Endothelial cells migrate 

towards the tumor site, where they create a microvascular network for tumor supply and 

dissemination. VEGFR-3 expression has been reported for cells other than lymphatic 

endothelial ones, which suggests other functions besides microvasculature building for this 

receptor. Therefore we quantified VEGFR-3 and its ligands VEGF-C and VEGF-D mRNA 

expression in 17 different cell types of human origin, by real-time quantitative RT-PCR (qRT-

PCR). We found that, in contrast to VEGF-D, VEGFR-3 and VEGF-C mRNA were not 

expressed in all of the studied cell types. In addition, as blood cells expressed relatively high 

VEGFR-3 mRNA levels, compared to solid tumor cells, the possible function of this 

expression in tumor aggressivity and capacity to invade tissues is also discussed. qRT-PCR 

would be an accurate tool for deciphering VEGFR-3 and respective ligands functions in 

tumorigenic mechanisms.   
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