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Résumé 

Contexte. Des études cliniques ont montré qu’une teneur importante d’acides gras 

polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) dans le tissu adipeux était associée à une meilleure efficacité de 

la chimiothérapie. Ces résultats cliniques sont renforcés par de nombreuses études chez les 

rongeurs qui ont montré que les AGPI n-3 sensibilisaient les tumeurs à différents traitements 

anticancéreux. Des études précédentes menées au laboratoire sur un modèle de tumeurs 

mammaires chimioinduites chez le rat ont montré que les AGPI n-3 (acide 

docosahexaénoïque, DHA, et acide eicosapentaénoïque, EPA), apportés par un régime 

nutritionnel, sensibilisaient les tumeurs à différents agents chimiothérapeutiques tels que les 

anthracyclines ou les taxanes. L’étude échographique a montré que la densité vasculaire était 

diminuée dans les tumeurs enrichies en AGPI n-3, et cela avant même de commencer la 

chimiothérapie. Ces résultats semblent paradoxaux car la diminution de la quantité vasculaire 

pourrait aboutir à la formation de zones hypoxiques et à l’élévation de la pression interstitielle 

tumorale et compromettre l’efficacité des agents anticancéreux. Notre hypothèse est que les 

AGPI n-3 améliorent la qualité vasculaire entraînant ainsi une plus grande efficacité des 

thérapies anticancéreuses.  

Objectif. Le but de ce travail de thèse a été de déterminer si les AGPI n-3 pouvaient 

moduler la qualité vasculaire, notamment en régulant la pression interstitielle et l’hypoxie 

tumorales, paramètres impliqués dans la mauvaise distribution de l’agent anticancéreux et 

dans la résistance des tumeurs. Les différentes étapes de l’angiogenèse ont été modélisées in 

vitro. L’induction par le VEGF de ces différentes étapes a été étudié dans des cellules 

endothéliales HUVEC enrichies ou non en DHA Nous avons également étudié l’effet du DHA 

sur l’activation de la voie de signalisation induite par le VEGF, la voie VEGF/NO synthase 

endothéliale. 

Résultats. Dès deux heures après une injection de docétaxel, nous avons montré que 

la pression interstitielle était diminuée significativement de 16 % dans le groupe nutritionnel 

AGPI n-3. 48 heures après l’injection, cette diminution atteint 25 %. La différence entre les 

deux groupes nutritionnels (contrôle et AGPI n-3)  est maintenue durant les 7 jours de mesure 

de la pression interstitielle. Nous avons également montré que l’extravasation du bleu d’Evans 

était augmentée de 3 fois dans les tumeurs du groupe AGPI n-3. Enfin, la diminution de 
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l’activation de la eNOS que nous avons observé dans les tumeurs mammaires du groupe 

AGPI n-3 et dans les cellules endothéliales en culture enrichies en DHA, indique que les 

AGPI n-3 interfèrent avec la voie de synthèse du NO. 

Conclusion. Ces travaux ont donc montré que les AGPI n-3 améliorent la 

fonctionnalité de la vascularisation tumorale puisqu’une diminution de la pression 

interstitielle et une augmentation de l’extravasation du bleu d’Evans ont été observées. Ces 

observations suggèrent que les AGPI n-3 sensibilisent les tumeurs mammaires aux agents 

anticancéreux en augmentant la distribution des agents anticancéreux. Ainsi, l’apport d’AGPI 

n-3 aux patients durant la chimiothérapie pourrait être une stratégie thérapeutique pour 

normaliser la vascularisation tumorale et de ce fait augmenter l’efficacité des thérapies 

anticancéreuses. 

Mots clés : Acides gras polyinsaturés n-3, cancer du sein, vascularisation tumorale, 

angiogenèse, chimiothérapie, pression interstitielle, VEGF, NO synthase endothéliale, NO. 
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Abstract 

Background. Clinical studies reported that n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 

PUFA) amount in adipose tissue of patients is associated to a better efficacy of chemotherapy. 

Beneficial role of n-3 PUFA during treatment of breast carcinomas is supported by several 

preclinical studies in rodent. Thus, in a model of rat mammary tumors, studies conducted in 

our laboratory showed that n-3 PUFA (docosahexaenoic acid, DHA and eicosapentaenoic 

acid, EPA) enriched diet sensitize tumors to chemotherapeutic agents such as anthracyclines 

or taxanes (Docetaxel). This sensitization involves the regulation of tumor vasculature. 

Indeed, a nutritional diet with EPA / DHA, in combination with taxane chemotherapy 

(docetaxel) decreases the vascular quantity (anti-angiogenic effect). This is a paradox. Indeed, 

a decrease of vascular density could compromise anticancer drug delivery and efficacy. We 

hypothesized that n-3 PUFA improve tumor vascular quality and thus, lead to a better 

anticancer therapies efficacy. 

Aim. The aim of this thesis was to determine if n-3 PUFA could modulate vascular 

quality, in particular by modulating the interstitial fluid pressure and the tumor oxygenation, 

two factors that repress drug delivery and efficacy within tumors. To study anti-angiogenic 

effect of DHA, angiogenesis steps (such as proliferation, migration, tubulogenesis of 

endothelial cells) were modelised in vitro using primary endothelial cells (HUVEC). Finally, 

we defined DHA effect on the signaling pathway induced by VEGF: the VEGF/endothelial 

NO synthase pathway. 

Results. Using pressure sensor implanted in rat mammary tumors, we showed that 

interstitial fluid pressures within tumors were not different in control or n-3 PUFA-enriched 

tumors (15 mm Hg). A single docetaxel injection led to a more marked decrease of interstitial 

fluid pressure in n-3 PUFA group compared to control group with -16% at 2 hours and -25% 

at 48 hours. This difference between the two nutritional groups persists seven days after 

docetaxel injection. Morevover, we showed that Evans blue extravasation was increase by 3-

fold in n-3 PUFA tumors. In vitro, DHA repressed all steps of angiogenesis induced by 

VEGF. A decreased activation of eNOS in n-3 PUFA tumors and in DHA-enriched HUVEC, 

points toward a PUFA-induced disruption of NO signaling pathway. 

Conclusion. This work showed that n-3 PUFA normalize tumor vasculature functions. 

Decrease of interstitial fluid pressure and increase of Evans blue extravasation suggest that n-

3 PUFA increase anticancer drug effucacy improving the drug uptake within tumors. In clinic, 
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n-3 PUFA supplementation during chemotherapy might be a therapeutic strategy to normalize 

tumor vascularization and enhance efficacy anticancer therapy. 

Key words: n-3 polyunsaturated fatty-acids, breast cancer, tumor vascularization, 

angiogensesis, chemotherapy, interstitial fluid pressure, VEGF, endothelial NO synthase, NO. 
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Le cancer du sein est actuellement le cancer le plus fréquent dans le monde. Chaque 

année, plus de 1 million de nouveaux cas sont diagnostiqués et plus de 400 000 personnes en 

meurent. Ainsi, le cancer du sein représente un problème majeur de santé publique. Les 

traitements anticancéreux (radiothérapie, chimiothérapie) se heurtent à l’existence ou à 

l’apparition de mécanismes de résistances des tumeurs. Actuellement, les études s’orientent 

principalement dans la compréhension de ces mécanismes de résistances et vers les stratégies 

visant à améliorer l’efficacité des traitements existants. 

En cancérologie, l’intérêt pour les lipides d’origine marine (acides gras polyinsaturés, 

AGPI n-3) s’est développé au cours de ces dernières années, lorsque les études 

épidémiologiques ont mis en évidence qu’une alimentation riche en AGPI n-3 était associée à 

un risque diminué de cancers du sein, du colon et de la prostate. L’étude de l’analyse de la 

composition en acides gras du tissu adipeux de patientes atteintes d’un cancer du sein (reflet 

de la consommation passée de lipides) a montré que l’acide docosahexaénoïque (DHA, 22:6 

n-3) améliore la réponse des tumeurs à la chimiothérapie (Bougnoux et al. 1999). Différentes 

études menées chez le rongeur ont montrés qu’une supplémentation alimentaire en AGPI n-3 

pouvait sensibiliser les tumeurs mammaires aux traitements anticancéreux. Récemment, deux 

études cliniques ont montré qu’un apport alimentaire en AGPI n-3 au cours de la 

chimiothérapie améliore l’efficacité de ce traitement chez des patients atteints de cancers du 

sein (Bougnoux et al. 2009) et du poumon (Murphy et al. 2011). 

Les études actuelles se portent sur la compréhension des mécanismes de 

chimiosensibilisation des AGPI n-3. Un des mécanismes potentiel étudié au laboratoire est la 

modulation de la vascularisation. De précédentes études ont montrés que les AGPI n-3 

sensibilisaient les tumeurs mammaires de rats à la radiothérapie (Colas et al. 2004) et aux 

anthracyclines (Germain et al. 1999) (Colas et al. 2006) et que cette sensibilisation était 

associée à une diminution de la vascularisation (Colas et al. 2006). 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’action des 

AGPI n-3 au niveau de la qualité et de la fonctionnalité de la vascularisation tumorale. Nous 

avons également déterminé les cibles moléculaires des AGPI n-3 impliquées dans leurs effets 

anti-angiogéniques. 
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I. Le cancer du sein 

A. Epidémiologie du cancer du sein 

1. Situation dans le monde (Globocan 2008) 

Chez la femme, le cancer du sein est de loin le cancer le plus fréquent dans le monde 

avec environ 1,4 millions de nouveaux cas diagnostiqués en 2008. Cependant l’incidence de 

ce cancer n’est pas homogène dans tous les pays (figure 1). De manière générale, les taux 

d’incidences sont plus élevés (> 80 pour 100 000) dans les pays industrialisés que dans les 

pays en voie de développement (< 40 pour 100 000). Le Japon fait exception avec un taux 

d’incidence plus faible (42,7 pour 100 000) que dans les autres pays industrialisés. Il a été 

rapporté que cette différence serait principalement due au contexte environnemental et 

notamment à une consommation élevée de poissons (riche acides gras oméga-3) (Caygill et al. 

1996). 
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Figure 1 : Disparité mondiale de l’incidence du cancer du sein en 2008. 

Source : http://globocan.iarc.fr/ 

Malgré la haute incidence des cancers du sein, le taux de mortalité est plus faible dans 

les pays industrialisés (entre 6 et 19 pour 100 000, les taux diffèrent en fonction des pays), 

probablement en raison d’un meilleur accès aux traitements. Au final, le cancer du sein est la 

cinquième cause de décès par cancer sexe confondus (458 000 décès), mais il est la première 

cause de décès par cancer chez la femme, aussi bien dans les pays en voie de développement 

(269 000 décès par an) que dans les pays industrialisés (189 000 décès par an). 

2. Situation en France (INCa 2010) 

En France, le cancer du sein est également le cancer le plus fréquent chez la femme 

avec près de 52 500 nouveaux cas estimés en 2010. Le taux d’incidence est de 100 pour 

100 000 femmes en 2010. L’incidence du cancer du sein a quasiment doublé en 25 ans et 

représente 34 % de l’ensemble des nouveaux cas de cancers féminins. De plus, 1 femme sur 

10 développera un cancer du sein au cours de sa vie. 

Comme les observations effectuées sur la population mondiale, le cancer du sein 

apparaît comme étant la première cause de mortalité par cancer chez la femme en France. 

http://globocan.iarc.fr/
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11 500 décès ont été estimés pour 2010 soit 18,5 % de l’ensemble des décès par cancer chez 

la femme (devant les cancers colorectaux et du poumon). Cependant, le taux de mortalité, qui 

était globalement stable depuis 1980, est en légère baisse depuis les années 2000 et présente 

une diminution de 1,3 % entre 2000 et 2005. 

Les évolutions inverses de la mortalité et de l’incidence du cancer du sein observés au 

cours de ces 25 dernières années peuvent s’expliquer en partie par l’amélioration des 

thérapeutiques et par un diagnostic plus précoce. Les taux de survie à 1, 3 et 5 ans sont 

respectivement de 97%, 90% et 85%, cependant plus d’un tiers des patientes décédera de son 

cancer. 

Par conséquent, le cancer du sein constitue un problème majeur de santé publique 

justifiant la poursuite de la recherche dans le but d’améliorer les traitements existants. 

3. Facteurs de risques 

Plusieurs études épidémiologiques et expérimentales ont mis en évidence des facteurs 

génétiques, environnementaux et nutritionnels pouvant augmenter les risques du cancer du 

sein (Tableau I). 
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Tableau I : Facteurs de risques du cancer du sein. 

D’après (Dumitrescu and Cotarla 2005). Plusieurs facteurs sont connus pour influer sur le risque de cancer du 

sein chez la femme. Ce sont des facteurs d’origine hormonale, familiale (génétique), et environnementale 

(alimentation, consommation d’alcool). ++ : Augmentation du risque élevée, + : augmentation du risque 

modérée, - - : diminution du risque importante, - : diminution du risque modérée.  

a. Facteurs hormonaux 

Une surexposition aux œstrogènes endogènes est associée à un risque élevé du cancer 

du sein (Dumitrescu and Cotarla 2005) car ces hormones favorisent la prolifération des 

cellules épithéliales mammaires (Russo et al. 2000). Cette augmentation du temps 

d’exposition aux œstrogènes est favorisée par l’arrivée précoce des menstruations (avant l’âge 

de 12 ans) (Berkey et al. 1999) et/ou une ménopause tardive (après 55 ans) 

(CollaborativeGrouponHormonalFactorsinBreastCancer 1996). 



 26 

Les facteurs endogènes associés à un risque élevé du cancer du sein comprennent 

également l’absence de grossesse menée à terme avant l’âge de 30 ans ou la nulliparité. A 

l’inverse, une grossesse menée à terme avant l’âge de 20 ans, la multiparité et l’allaitement 

ont été associé à une diminution du risque du cancer du sein (McPherson et al. 2000). 

D’après le groupe d’étude « Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast 

Cancer » l’utilisation d’hormones exogènes, notamment les contraceptifs oraux augmente le 

risque de cancer d’environ 25 % (CollaborativeGrouponHormonalFactorsinBreastCancer 

1996). 10 après l’arrêt de la prise de contraception, ce risque n’était plus augmenté. Depuis 

cette étude, de nombreuses autres études ont été menées et la majorité des études publiées 

n’ont pas retrouvé globalement d’élévation du risque du cancer du sein avec la prise de 

contraception orale (Serfaty 2011). Concernant l’utilisation d’un traitement substitutif 

hormonal (administré après la ménopause), le groupe d’étude « Collaborative Group on 

Hormonal Factors in Breast Cancer » a montré une augmentation du risque de 30% 

(CollaborativeGrouponHormonalFactorsinBreastCancer 1997). Cette augmentation du risque 

a été confirmée dans des études plus récentes mais il semble qu’elle soit dépendante du type 

de traitement et du temps d’utilisation (> 7 ans). En effet, le risque est augmenté en cas 

d’utilisation d’un traitement à base d’œstradiol et de progestatif de synthèses alors qu’il ne 

l’est pas en cas d’utilisation d’hormones naturelles (Merviel et al. 2011).  

b. Facteurs familiaux 

Les femmes présentent un risque accru de développer un cancer du sein lorsqu’un ou 

plusieurs membres de leur famille en ont eu un. Par ailleurs, certaines mutations génétiques 

sont susceptibles d’augmenter le risque de cancer du sein. Les gènes BRCA1 et BRCA2 

(gènes suppresseurs de tumeurs) semblent les plus impliqués. En effet, 80 % des cancers du 

sein héréditaires présentent une mutation au niveau de ces gènes (de Jong et al. 2002). 

c. Facteurs liés à l’alimentation 

L’alimentation est un facteur important à prendre en compte car on estime qu’elle est 

mise en cause dans environ 30% des cas de cancers (tous sites confondus) (Key et al. 2002). 

Dans le cas du cancer du sein, des études épidémiologiques menées auprès des populations 

migrantes ont mis en évidence que l’alimentation jouait un rôle important dans l’incidence de 
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ce cancer. Un cas bien connu est celui des femmes japonaises qui ont émigrées aux Etats-

Unis. Pour la deuxième génération de ces femmes ayant adopté le régime alimentaire 

américain, le risque de cancer du sein est augmenté et se rapproche de celui des américaines 

(Key et al. 2001). Cette augmentation de l’incidence du cancer du sein a été associée à une 

diminution de la consommation de poissons gras (riche en acides gras polyinsaturés de la 

famille n-3, AGPI n-3) au profit d’une augmentation de la consommation d’huiles végétales 

riche en acides gras saturés et en acides gras polyinsaturés de la famille n-6 (Lands et al. 

1990). Ainsi, l’association entre les acides gras alimentaires et le risque de cancer du sein 

dépendrait du type d’acides gras consommés plutôt que de la quantité (Rose and Connolly 

1999). En effet, certaines études ont montré qu’un rapport AGPI n-6/n-3 faible est associé à 

une diminution du risque du cancer du sein (Goodstine et al. 2003). Ceci suggère que ces 

deux familles d’AGPI influencent le risque de cancer du sein de façon opposée. Les AGPI n-6 

favoriseraient le cancer du sein alors que les AGPI n-3 auraient plutôt un rôle protecteur 

(Simonsen et al. 1998). 

Cependant, les effets bénéfiques des AGPI n-3 vis-à-vis du cancer du sein n’ont pas 

toujours été retrouvés. Il semblerait que les résultats contradictoires des différentes études 

proviennent de la méthodologie utilisée, notamment lors de l’utilisation de questionnaires 

alimentaires (Michels et al. 2007). De même, il existe des contradictions entre les études ayant 

utilisé différents biomarqueurs. Par exemple, une étude de cohorte (étude E3N) n’a pas 

montré de relation entre le taux d’AGPI n-3 dans les phospholipides du sérum et le risque de 

cancer du sein (Chajes et al. 2008). A l’inverse, deux études cas-contrôle, une menée à Tours 

(Maillard et al. 2002) et une autre menée dans plusieurs pays européens (EURAMIC : « The 

European Community Multicenter Study on Antioxidants, Myocardial Infarction, and Cancer of the 

Breast ») (Simonsen et al. 1998) ont mis en évidence une corrélation inverse entre le taux 

d’AGPI n-3 dans le tissu adipeux et le risque de cancer du sein. 

Il est cependant difficile de prendre en compte le risque du cancer du sein en fonction 

des AGPI pris de manière individuelle. Une approche plus générale consistant à prendre en 

compte l’interaction entre les différents AGPI pour chaque individu a été proposée 

(Bougnoux et al. 2006). Cette étude a mis en évidence qu’un profil lipidique composé d’un 

faible taux d’acide linoléique, un faible rapport AGPI n-6 / n-3 et de forts taux d’acides gras 

monoinsaturés présentait un effet protecteur contre le cancer du sein. Cette approche permet 

d’associer le risque du cancer du sein, non pas à une famille d’acides gras unique, mais plutôt 

à un profil lipidique particulier : le lipidome (Bougnoux et al. 2008) (Bougnoux et al. 2006; 

Colas et al. 2006). 
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d. Facteurs liés à l’hygiène de vie 

Obésité. L’obésité présente une association complexe avec le risque du cancer du sein. 

Le risque du cancer du sein est augmenté de deux fois chez les femmes obèses ménopausées 

(McPherson et al. 2000). Un des mécanismes expliquant cette augmentation est que le tissu 

adipeux est une importante source d’œstrogènes endogènes. Après la ménopause, la seule 

source d’œstrogènes provient du tissu adipeux où ces hormones sont synthétisées par 

l’aromatase à partir des hormones androgènes. De ce fait, l’excès de tissus adipeux chez les 

femmes obèses augmente l’exposition à ces hormones endogènes (Dumitrescu and Cotarla 

2005) qui sont, comme nous l’avons vu plus haut, associées à un risque élevé de cancer du 

sein. En revanche, l’obésité chez les femmes non ménopausées a été associée à une 

diminution du risque du cancer du sein, probablement due au fait que l’obésité donne souvent 

lieu à des cycles menstruels anovulatoires (Nkondjock and Ghadirian 2005). 

Consommation d’alcool. Il a été établi que le risque de cancer du sein augmente 

proportionnellement avec la consommation régulière d’alcool (1 verre d’alcool par jour 

augmente de 7 % le risque du cancer du sein) (Collaborative Group on Hormonal Factors in 

Breast Cancer 2002). 

Activité physique. L’activité physique régulière diminue le risque de cancer du sein 

d’environ 35%, en entraînant une diminution de la production d’œstrogènes, en permettant le 

maintient d’un équilibre énergétique et en diminuant la prise de poids en particulier chez les 

femmes ménopausées (Friedenreich et al. 2001). 

e. Autres facteurs 

L’incidence du cancer augmente avec l’âge. La maladie est rare chez les moins de 30 

ans et le risque augmente entre 50 et 75 ans (près de 2/3 des cancers du sein) (McPherson et 

al. 2000). 

Les femmes ayant eu des antécédents de mastopathies bénignes du sein, 

principalement des lésions prolifératives, ont un risque multiplié de 2 à 4 fois (Ferrero 1999). 
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B. La chimiothérapie dans le cancer du sein 

1. Stratégies thérapeutiques.  

Dans 95% des cas, les cancers du sein sont des adénocarcinomes. Les 

adénocarcinomes qui se développent à partir des cellules des canaux galactophores sont des 

adénocarcinomes canalaires. On distingue : les adénocarcinomes canalaires in situ (4% des 

cancers) et les adénocarcinomes canalaires infiltrants (les plus fréquents, 75% des cancers). 

Lorsque les tumeurs se développent à partir des cellules des lobules, on parle 

d’adénocarcinomes lobulaires parmi lesquels on trouve les adénocarcinomes lobulaires in situ 

(2,5 % des cancers), et les adénocarcinomes lobulaires infiltrants (15 % des cancers). Les 

cancers in situ correspondent à une prolifération épithéliale maligne sans infiltration du tissu 

conjonctif et sont à opposer au carcinome infiltrant où les cellules tumorales ont infiltré le 

tissu conjonctif (Figure 2 : Structure glande mammaire adulte). 

 

Figure 2 : Schéma d’une glande mammaire à l’âge adulte. 

(Source : http://www.e-cancer.fr/les-cancers/cancer-du-sein). Le sein est une glande exocrine qui se développe 

au cours de la vie de la femme. La glande mammaire est composée de 15 à 20 lobes convergeant vers le 

mamelon et séparés les uns des autres par du tissu adipeux et du tissu conjonctif. Chaque lobe est constitué de 

lobules (sécrétion du lait) et de canaux galactophores (transport du lait vers le mamelon). 

http://www.e-cancer.fr/les-cancers/cancer-du-sein
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Afin de proposer un traitement adapté, la tumeur nouvellement diagnostiquée doit être 

classée en fonction de son stade. Ce facteur conditionne le pronostic de la maladie et le 

traitement à entreprendre (Madelaine 2003) :  

La classification la plus répandue est la classification TNM (Tumor Node Metastasis), 

retenue par l’Union Internationale Contre le Cancer, UICC. Elle recueille cliniquement les 

informations concernant : la taille de la tumeur (T), mesurée par palpation et imagerie 

médicale; les adénopathies satellites (envahissement ganglionnaire) (N), c’est à dire le statut 

ganglionnaire recherché par la palpation ; l’existence de métastases (M), déterminée par 

examen clinique et imagerie. D'une façon générale, des chiffres sont associés à ces 3 lettres. 

La valeur de ces chiffres augmente selon la gravité et varie de 0 à 4 pour le T, de 0 à 3 pour le 

N, et 0 ou 1 pour le M. La juxtaposition de ces 3 lettres chiffrées donne une description 

abrégée de l'extension de la tumeur maligne. Cela conduisant à un grand nombre de 

possibilités, on effectue un regroupement en stades de 0 à IV (stades 0, I, IIA-IIB, IIIA-IIIB-

IIIC, IV). Le tableau suivant résume les différents stades possibles selon l’UICC. 

 

Tableau II : Stades de 0 à IV obtenus grâce à la classification TNM des tumeurs. 

Classification selon l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC).  

Parallèlement à ces renseignements cliniques, des paramètres anatomo-pathologiques, 

notamment l'étude du grade Scarff, Bloom et Richardson (grade histopronostique SBR) 
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permet de donner un score aux tumeurs entre 1 et 3 aux trois éléments histologiques suivants : 

pauvreté en structures glandulaires bien définies, irrégularité des noyaux et richesse en 

mitose. Les éléments sont successivement additionnés afin d’obtenir un score. Plus ce score 

est élevé, plus la tumeur est agressive et de mauvais pronostic (Elston et al. 1999). 

Il est également possible de classer les tumeurs selon certains facteurs biologiques 

présentant un intérêt pronostique important, tels que la présence ou non des récepteurs 

hormonaux (à la progestérone et aux œstrogènes) et du récepteur HER-2. En effet, 80 % des 

tumeurs mammaires possèdent des récepteurs aux œstrogènes (Ferrero 1999) et 25% 

surexpriment le récepteur HER-2. Cependant, environ 15 % des cancers du sein sont dits 

« triple négatifs », c’est-à-dire que les tumeurs n’expriment aucun de ces trois récepteurs. Ces 

cancers sont particulièrement agressifs du fait qu’ils ne répondent ni aux hormonothérapies ni 

aux thérapies ciblées (Hudis and Gianni 2011). 

Ces différents facteurs pronostic permettent d’établir la meilleure prise en charge 

individuelle du patient. Dans le cas de la majorité des cancers du sein (carcinomes canalaires 

infiltrant), la maladie est considérée comme hétérogène, en conséquence le traitement sera à la 

fois général et locorégional. 

a. Chimiothérapie 

Le traitement par chimiothérapie peut être administré dans 2 contextes différents (Hess 

2001) : 

 La chimiothérapie à titre néo-adjuvant. La chimiothérapie est administrée avant le 

traitement locorégional (chirurgie et/ou radiothérapie). Le but est de réduire le volume 

tumoral afin de permettre une mastectomie partielle (conservatrice) et de détruire les 

micro-métastases. 

 La chimiothérapie à titre adjuvant. La chimiothérapie adjuvante est administrée 

après le traitement locorégional. Elle est prescrite en fonction des facteurs 

pronostiques (taille de la tumeur, statut ganglionnaire) et histologiques de la tumeur. 

Le but est de détruire les micro-métastases, diminuer le risque de récidive et 

d’augmenter la survie globale. 
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b. Traitement locorégional.  

La chirurgie permet de i) confirmer le diagnostic (examen anatomopathologique), ii) 

préciser le pronostic (examens des ganglions lymphatiques et examens biologique de la 

tumeur), iii) l’exérèse de la tumeur : mastectomie partielle systématiquement suivie d’une 

radiothérapie ou mastectomie totale, éventuellement complétée par la radiothérapie 

(Madelaine 2003). 

La radiothérapie tient une place importante dans le traitement locorégional des 

cancers infiltrants du sein. Elle est indispensable après traitement chirurgical conservateur et, 

en combinaison ou non avec la chirurgie et/ou la chimiothérapie, est principalement utilisée 

pour traiter la tumeur primaire et les adénopathies chez les deux tiers des patientes. L’objectif 

est également de diminuer le risque de récidive locale et régionale. La radiothérapie agit par 

l’intermédiaire de radiations ionisantes (source IRSN, Institut de radioprotection et de sureté 

nucléaire). L’irradiation des tissus biologiques a pour conséquence la formation de radicaux 

libres hautement réactifs suite à la radiolyse de l'eau. Ces radicaux libres sont capables de 

créer directement des lésions aux lipides, glucides, protéines et surtout à l’ADN. Ainsi, les 

radiations ionisantes induisent principalement des altérations de l'ADN (modifications de 

base, cassures simple brin ou double brin) provoquant une mort cellulaire immédiate, soit une 

mort cellulaire retardée, apparaissant au bout de plusieurs mitoses (cas le plus fréquent). 

L’effet de la radiothérapie peut néanmoins être diminué lorsque les tumeurs sont hypoxiques 

(diminution de l’apport en oxygène). En effet, l’oxygène, en interagissant avec les radicaux 

libres produit par la radiolyse de l’eau, augmente les dommages causés à l’ADN et les rend 

irréversibles (Vaupel et al. 2001). 

c. Autres traitements systémiques 

i. Hormonothérapie. 

L’hormonothérapie s’adresse aux tumeurs hormonosensibles (présence de récepteurs 

hormonaux) quelque soit le statut ménopausal des patientes. Elle peut être prescrite en 

situation adjuvante. L’hormonothérapie agit à 3 niveaux (Espinosa et al. 2003) :  

 Action sur la production des œstrogènes. Chez les femmes non 

ménopausées, les ¾ des œstrogènes proviennent de la sécrétion ovarienne, 

d’où l’intérêt de la castration. A l’heure actuelle, l’ovariectomie n’est plus que 
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très peu utilisée du fait de son irréversibilité et est remplacée par la castration 

chimique transitoire. Cette dernière consiste en l’utilisation d’antagonistes de la 

GnRH (hormone hypothalamique) qui suppriment la synthèse ovarienne 

d’œstrogènes de manière similaire à la ménopause. 

 Action au niveau des récepteurs aux œstrogènes, utilisation d’anti-

œstrogènes. Cette action est possible quelque soit le statut ménopausal des 

patientes (il existe également une synthèse d’œstrogènes après la ménopause). 

Elle consiste en l’utilisation d’analogues structuraux aux œstrogènes, d’affinité 

plus grande pour les récepteurs aux œstrogènes que les œstrogènes naturels. 

Les analogues se lient aux récepteurs aux œstrogènes, ce qui rend la cellule 

insensible aux œstrogènes naturels. 

 Action au niveau de la synthèse des œstrogènes. La synthèse d’œstrogènes 

effectuée par l’aromatase (enzyme présente dans le foie, les muscles, le tissu 

adipeux et les cellules tumorales) devient la seule source d’œstrogènes chez les 

femmes ménopausées. Cette enzyme convertit les androgènes en œstrogènes. 

L’utilisation d’anti-aromatase supprime cette activité. 

ii. Thérapeutique ciblée 

La connaissance des processus de transmission de signaux entre cellules et la 

signalisation intracellulaire a permis l’utilisation de thérapeutiques à visée moléculaire, dont 

le meilleur exemple en ce qui concerne le cancer du sein est l’Hercéptine (trastuzumab). En 

effet, dans 25% des cas de cancers du sein, les cellules tumorales surexpriment HER-2/neu. 

La surexpression et l’activation de ce récepteur, membre de la famille des EGFR (epidermal 

growth factor receptor), entraîne une multiplication non contrôlée de la cellule tumorale. 

L’Hercéptine est un anticorps monoclonal murin humanisé, de la classe des IgG1, dirigé 

contre le récepteur HER-2/neu, inhibant ainsi la prolifération tumorale. Des études cliniques 

de phase III ont montré que la réponse de patientes (régression totale ou partielle de la tumeur 

au bout de 20 semaines) atteintes d’un cancer du sein traitées était de 42 % quand le paclitaxel 

était combiné à l’Hercéptine. Au contraire, seulement 16% des femmes traitées par le 

paclitaxel seul ont répondu (von Mehren et al. 2003). 
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2. Différentes classes d’agents chimiothérapeutiques. 

Sources : (Espinosa et al. 2003; Malhotra and Perry 2003; Robert 2006). 

Les agents chimiothérapeutiques classiques interfèrent avec le cycle cellulaire, 

inhibant ainsi la prolifération des cellules et entraînant la mort cellulaire. La plupart des 

agents anticancéreux exercent leur activité maximale durant la phase S du cycle (anti-

métabolites, anthracyclines), d’autres bloquent la cellule en phase M (agents tubulo-affins). 

Certains agents agissent durant l’ensemble des phases du cycle (agents alkylants). L’ensemble 

de ces molécules ne sont pas dirigées sur une cible moléculaire spécifique de la cellule 

cancéreuse. Elles ciblent les cellules ayant un fort taux de réplication, la chimiothérapie est 

donc principalement active sur les tumeurs à croissance rapide. 

Les agents chimiothérapeutiques sont classés en fonction de leurs mécanismes 

d’action au niveau cellulaires. Quatre grandes classes ont pu être définies. 

Dans cette partie présentant les différentes classes d’agents chimiothérapeutiques, 

nous détaillerons plus en détails les caractéristiques des agents tubulo-affins dont fait partie 

le docétaxel, molécule utilisée pour les travaux de cette thèse. 

a. Les agents alkylants 

Les agents alkylants sont des substances d’origine synthétique possédant un ou 

plusieurs groupements alkyles très nucléophiles. Ils agissent en établissant des liaisons 

covalentes au niveau de l’ADN. L’effet cytotoxique de la majorité de ces agents est lié à 

l’alkylation de la guanine. Les alkylants inhibent la transcription et la réplication de l’ADN, 

entraînant l’arrêt de la division cellulaire et la mort cellulaire. De plus, ils libèrent des 

radicaux libres entraînant des cassures de la chaîne d’ADN. 

Parmi les agents alkylants on distingue : les moutardes azotées (cyclophosphamide, 

Ifosfamide, Busulfan, Chlorambucil…) dont les métabolites sont hautement réactifs en 

milieux aqueux et vont alkyler l’ADN ; les moutardes couplées à l’hormonothérapie 

(Prednimustine, Estramustine) ; les azidirines (Thiotepa, Mitomycine C, Atréamine). On 

trouve également des molécules qui ne possèdent pas de groupements alkyles, agents non 

alkylants, mais qui ont la même action que les agents alkylants. Parmi eux on distingue : les 

nitroso-urées (Carmustine, Belustine, Lomustine…) dont les catabolites se comportent comme 
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des alkylants. Les tétrazines (Dacarbazine, Procarbazine) ; les sels de platines (Cisplatine) qui 

se comportent comme des alkylants en se fixant au niveau de l’azote 7 des guanines et 

forment des ponts intra et inter-brins avec l’ADN (on parle d’adduits ou de complexe ADN-

Platine), et les dérivés des sels de platine (Carboplatine, Oxaliplatine). 

b. Les anti-métabolites 

Ces agents sont des inhibiteurs de la synthèse des acides nucléiques puisqu’ils sont des 

analogues structuraux des composants nécessaires à cette synthèse. On distingue les 

analogues de l’acide folique (molécule de référence : le méthotréxate), ils agissent en faux 

substrats et bloquent l’activité de la dihydrofolate réductase, enzyme permettant la 

transformation de l’acide folique en tetrahydrofolate (forme active du folate) nécessaire à la 

synthèse des bases puriques et pyrimidiques. Les analogues des bases puriques (Cis-

mercaptopurine, Pentostatine, Fludarbine) et les analogues des bases pyrimidiques (5-

Fluorouracile, Cytosine Arabinoside, Gemcitabicine) inhibent la synthèse de ces bases. 

c. Les agents intercalants et inhibiteurs des 

topoisomérases 

Ces molécules peuvent agir en s’intercalant dans la molécule d’ADN en raison de la 

présence de cycles plans qui s'intercalent dans la double hélice des acides nucléiques et en 

gênent les fonctions, inhibant ainsi la réplication et la transcription. Ces molécules agissent 

également en interférant avec l’activité des topoisomérases. 

Les topoisomérases sont des enzymes qui permettent la séparation des brins d’ADN 

lors des phases de transcription, de réplication et de réparation. Ces enzymes sont de deux 

types : la topoisomérase I, qui crée une rupture monocaténaire et la topoisomérase II, qui 

coupe les deux brins de l’ADN. La relaxation de la molécule d’ADN est suivie d’une 

religation du ou des brins coupés. Les agents inhibiteurs des topoisomérases forment un 

complexe ternaire stable avec l’enzyme et l’ADN scindé, empêchant ainsi la soudure des 

brins d’ADN, ce qui a pour conséquences un blocage de la réplication et la mort cellulaire. 

Parmi les agents inhibiteurs de la topoisomérase II et intercalants : on distingue : 

les Anthracyclines (Doxorubicine, Daunorubicine, Epirubicine), ces molécules entraînent 

également la production de radicaux libres ce qui contribue à leur effet cytotoxique ; les 
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anthracènediones (Mitoxantrone), molécules analogues aux Anthracyclines (production de 

radicaux libres mais en moindre quantité) et les actinomycines (Actinomycine D), qui elles se 

fixent au niveau de la guanine et inhibent plus facilement la synthèse d’ARN. On trouve 

également les agents inhibiteurs de la topoisomérase II (Podophyllotoxines) et inhibiteurs 

de la topoisomérase I (Camptothecine, Topotecan, Irinotecan). 

d. Les agents tubulo-affins (Jordan and Wilson 2004) 

Les microtubules, composants du cytosquelette sont des filaments protéiques 

composés d’hétérodimère de tubulines α et β, responsable du maintien de la forme de la 

cellule. Ils participant à des fonctions cellulaires essentielles (motilité, transport 

intracellulaire, division et mitose) notamment grâce à leurs propriétés dynamiques 

d’assemblage et de désassemblage (ou polymérisation et dépolymérisation). Au cours de la 

division cellulaire, ils forment une structure bipolaire (fuseau mitotique), complexe et 

dynamique, qui est nécessaire à la ségrégation correcte des chromosomes pendant la mitose. 

Les microtubules sont donc une cible intéressante des molécules anticancéreuses. 

Les agents tubulo-affins ou poison du fuseau mitotique, sont des molécules qui 

agissent interférant sur le dynamisme des microtubules. Ces agents ont été classés en deux 

groupes. Parmi le premier, les alcaloïdes dérivés de la Pervanche de Madagascar on 

distingue : les Vinca-alcaloïdes (Vincristine, Vinblastine, Vinorelbine, Vindestine, 

Vinflucine), la Colchicine et les Combrestatines. Ces molécules sont des agents 

déstabilisateurs des microtubules qui vont empêcher la polymérisation des microtubules. La 

mitose est alors bloquée en métaphase, les chromosomes se séparent de manière anarchique et 

sont incapables de migrer vers la plaque équatoriale de la cellule, entraînant ainsi la mort de la 

cellule par apoptose. Le second groupe est constitué d’agents qui empêchent la 

dépolymérisation des microtubules. On distingue entre autre les taxanes (paclitaxel et 

docétaxel) et les épothilones tels que le patupilone (ou epothilone-B). 

Les dérivés de l’If ou Taxanes comprennent le paclitaxel et le docétaxel (taxane de 

seconde génération, analogue semi-synthétique dérivé du Paclitaxel). La figure 3A présente la 

structure chimique de ces molécules. Les taxanes sont des agents stabilisateurs des 

microtubules. Ils se fixent uniquement sur la tubuline polymérisée, au niveau de la sous-unité 

β de la tubuline à l’intérieur des microtubules (figure 3B). Ils favorisent l’assemblage et la 

stabilisation des microtubules en inhibant leur dépolymérisation, supprimant ainsi la 
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dynamique des microtubules. Ils altèrent également la tension autour des kinétochores, 

structures riches en protéine situées au niveau du centromère des chromosomes durant la 

mitose. La cellule est alors bloquée en phase G2/M et rentre dans un processus de mort 

cellulaire par apoptose ou par catastrophe mitotique. La mort par catastrophe mitotique à lieu 

lors de mitose aberrante. En effet, il arrive que les cellules ne s’engagent pas dans l’anaphase 

ou la citokinèse. Cette mitose aberrante aboutit à la formation de cellules géantes polyploïdes 

non viables et présentant une chromatine non condensée (Vitale et al. 2011).  

Le Docétaxel, présente une affinité supérieure pour la tubuline et un meilleur effet 

anti-tumoral que le paclitaxel. Il désorganise les centrosomes affectant ainsi la fin de la phase 

S et les phases G2 et M (McGrogan et al. 2008). Par ailleurs, le traitement des cellules par du 

docétaxel inhibent d’autres fonctions cellulaires telles que la sécrétion, le transport 

intracellulaire et la motilité cellulaire (Morse et al. 2005). 

 

Figure 3 : Le Paclitaxel et le Docétaxel, deux agents tubulo-affins de la famille des taxanes. 

A. Structure chimique du Paclitaxel et du Docétaxel, agents anticancéreux de la famille des taxanes (McGrogan 

et al. 2008). B. Molécules de Paclitaxel fixées à la tubuline β à l’intérieur des microtubules (Jordan and Wilson 

2004). 
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Le Docétaxel a également été décrit comme une molécule ayant des propriétés anti-

angiogéniques in vitro et in vivo. L’action anti-angiogénique du docétaxel a été attribuée à son 

action inhibitrice sur les différentes étapes du processus d’angiogenèse. En effet, il induit 

l’apoptose (Grant et al. 2003) et diminue la prolifération des cellules endothéliales (Sweeney 

et al. 2001). Le blocage de la réorganisation des centrosomes par le docétaxel inhibe la 

migration des cellules endothéliales (Sweeney et al. 2001) et est associé à une rétractation des 

pseudopodes (prolongements cytoplasmiques des cellules endothéliales nécessaire à leur 

migration) (Hotchkiss et al. 2002). La capacité des cellules endothéliales à former des 

pseudocapillaires est également inhibée par le Docétaxel (Grant et al. 2003; Hotchkiss et al. 

2002; Sweeney et al. 2001). L’action anti-angiogénique de ce taxane peut également être 

expliquée par son action inhibitrice sur l’expression des intégrines et de la VE-cadhérine 

(molécules d’adhésion impliquées dans la migration et la perméabilité) (Schwartz 2009). 

C. Limites de la chimiothérapie 

Une des limites de la chimiothérapie est que son effet est non spécifiques des cellules 

tumorales, et de ce fait peut entraîner une toxicité des tissus sains. Par ailleurs, ils existent des 

phénomènes de résistances à la chimiothérapie du fait d’une certaine variabilité de la 

sensibilité des cellules tumorales. 

1. Effets secondaires de la chimiothérapie  

Il existe deux grands types d’effets secondaires qui empêchent l’augmentation des 

doses de chimiothérapie (Hess 2001b) : 

 La toxicité commune à la plupart des agents anticancéreux du fait de leurs 

effets antiprolifératifs. La chimiothérapie est toxique pour tous les tissus à renouvellement 

rapide : moelle osseuse, tube digestif, peau et phanères, gonades. La toxicité médullaire, 

incluant leucopénie + neutropénie (sensibilité accrue aux infections), thrombopénie 

(favorisant saignement/hémorragie) et anémie, est le premier facteur limitant de la 

chimiothérapie. Les effets secondaires peuvent être gastro-intestinaux, entraînant nausée, 

vomissement et toxicité des muqueuses (mucites, diarrhées, constipation). La toxicité des 

agents anticancéreux est aussi observable au niveau de la peau et des phanères (alopécie, 
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érythèmes, hyperpigmentation) ainsi qu’au niveau des gonades puisqu’il existe un risque 

d’azoospermie chez les hommes et un risque d’insuffisance ovarienne entraînant une 

aménorrhée chez les femmes. 

 La toxicité spécifique aux drogues. Il est généralement observé une toxicité 

cardiaque (myocardiopathie, troubles du rythme) lors de l’utilisation des anthracyclines, une 

toxicité pulmonaire lors de traitements avec certaines nitroso-urées, une neuro-toxicité induite 

par les agents tubulo-affins (alcaloïdes de la pervenche et taxanes), certains agents alkylants 

(sels de platine, ifosfamide) et anti-métabolites (Méthotrexate, 5-FU) ou encore une toxicité 

rénale (nécrose tubulaire) provoquée par les sels de platine et notamment le cisplatine. 

2. Résistances des tumeurs 

La résistance à la chimiothérapie est variable selon les  tumeurs et constitue une limite 

à son efficacité. Elle peut être de deux types : naturelle ou acquise (Malhotra and Perry 2003) 

(Lanore and Delprat 2002). 

La résistance est naturelle lorsque la tumeur ne répond pas d’emblée à la 

chimiothérapie pour différentes raison :  

 Au niveau cellulaire : la cellule n’est pas ou peu sensible aux effets toxiques de 

la drogue en raison d’une captation insuffisante, d’une inactivation ou d’un 

défaut d’activation intracellulaire de la drogue. 

 Au niveau tumoral : si la masse tumorale est importante au moment où la 

tumeur est décelée, la tumeur présente une cinétique de croissance lente avec 

de nombreuses cellules en phase G0 (phase de quiescence) d’où une 

inefficacité relative de la chimiothérapie. Des facteurs anatomiques de la 

tumeur peuvent faire obstacle à la diffusion des agents anticancéreux : par 

exemple une vascularisation anarchique et/ou un défaut de vascularisation au 

centre de la tumeur. La résistance des tumeurs liée à la vascularisation sera 

développée ultérieurement. 

La résistance est acquise lorsque la tumeur, initialement sensible à la chimiothérapie, 

devient progressivement résistante au cours de traitement ; ou lorsque la tumeur est insensible 
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à la chimiothérapie après la rechute. Cette résistance dépend de plusieurs facteurs : 

hétérogénéité tumorale et sélection de clones par la chimiothérapie naturellement résistants ; 

instabilité génétique des tumeurs : les mutations spontanées, les translocations de gènes, 

spontanées ou induites par la chimiothérapie sont fréquentes ; amplification de gènes : 

correspond à une augmentation de l'expression d'un gène par le biais de la multiplication du 

génome. Plusieurs mécanismes de résistance ont pu être mis en évidence au cours de ces 20 

dernières années :  

 Résistance multidrogue (MDR = multi-drug resistance) : lors de l’exposition 

répétée de la cellule à certaines molécules anticancéreuses, la cellule peut 

devenir résistante via la surexpression de la protéine P-gp (glycoprotéine 

transmembranaire codée par le gène MDR1). On assiste alors à une diminution 

de la concentration intracellulaire de la molécule via une augmentation de son 

élimination hors de la cellule par la P-gp. Cette résistance multiple aux drogues 

concerne les anthracyclines, les agents tubulo-affins et les actinomycines 

(Malhotra and Perry 2003). Il existe d’autres protéines que la P-gp également 

impliquées dans la résistance multidrogue. Ces protéines sont la MRP 

(« Multidrug resistance associated protein ») (König et al. 2005), la BCRP 

(« Breast Cancer resistance Protein ») (Ni et al. 2010) ou encore la LRP (« lung 

resistance related protein ») (Song et al. 2009). 

 Mécanisme membranaire : La captation intracellulaire de la molécule (par 

exemple le méthotrexate) peut être limitée par une altération du transporteur 

membranaire nécessaire à son transport dans la cellule (phénomène 

d’imperméabilité membranaire). 

 Modification du métabolisme intracellulaire. La transformation de la molécule 

(exemple de l’arabinoside C) en son dérivé actif par les enzymes de phase I 

peut être inhibée via une diminution de l’affinité ou une diminution de 

l’expression des enzymes nécessaires à cette transformation. La cellule peut 

également devenir résistante en accélérant les processus d’élimination de la 

molécule. Par exemple, pour les agents alkylants, une augmentation de 

l’expression des glutathion-S-transférase (GST) entraîne la conjugaison de la 

molécule avec le glutathion et ainsi accélère son élimination. 
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 Modification qualitative et quantitative de la cible. Chacune des cibles des 

molécules anticancéreuses peut être modifiées. Elles peuvent subir des 

modifications qualitatives : cette cible peut en effet muter, elle n’est alors plus 

reconnue par le cytotoxique ou quantitatives : la cible peut également être 

produite en grande quantité dans la cellule cancéreuse en raison d’une 

amplification du gène codant pour cette cible. Dans le premier cas la molécule 

ne reconnaît plus sa cible (exemple des agents tubulo-affins : modifications 

qualitatives de la tubuline due à une mutation sur son site de liaison qui n’est 

plus reconnue par ces molécules). Dans le second cas la quantité de 

médicament est insuffisante pour entraîner une cytotoxicité significative 

(Exemple des cibles contre lesquelles sont dirigés les anti-métabolites, comme 

la thymidylate synthétase pour le 5FU et la DHFR pour le méthotrexate 

peuvent subir des modifications qualitatives et/ou quantitatives). 

 Augmentation des mécanismes de réparation. Les phénomènes de réparation 

de l’ADN peuvent être dérégulés aboutissant ainsi à la réduction de la 

cytotoxicité par réparation accélérée des lésions crées sur l’ADN, grâce 

notamment à l’amplification de gènes codant pour des protéines de réparation. 

L’apparition de résistances étant la première cause d’échec des traitements 

anticancéreux, augmenter l’efficacité des traitements demeure donc une priorité. La 

sensibilité des tumeurs aux agents anticancéreux dépend en partie d’une mauvaise qualité de 

la vascularisation tumorale. Au cours des chapitres suivant, nous verrons en quoi la 

vascularisation tumorale est considérée comme étant de mauvaise qualité et quels sont les 

acteurs moléculaires qui en sont responsables. Nous aborderons également les conséquences 

d’une telle vascularisation afin de comprendre un des aspects de la résistance des tumeurs 

aux traitements. Enfin nous parlerons des stratégies existantes pour augmenter l’efficacité 

des traitements : cibler la vascularisation et augmenter l’apport d’acides polyinsaturés 

d’origine marine, dans le but de sensibiliser les cellules tumorales aux traitements. 
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II. La vascularisation tumorale 

Depuis plusieurs décennies, Judah Folkman et son équipe ont montré que la croissance 

d’une tumeur était indissociable de la formation de son propre réseau vasculaire. Lors d’une 

première phase de développement, appelée phase non-vasculaire, la taille de la tumeur est 

limitée entre 2 et 3 mm
3
. La phase vasculaire correspond au moment où la tumeur induit la 

formation de nouveaux vaisseaux, accélérant ainsi sa croissance (Folkman 1990). C’est au 

cours de cette phase que l’on parle d’angiogenèse. Ce processus permet la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir du réseau vasculaire déjà existant. L’angiogenèse est à 

différencier de la vasculogenèse, qui elle permet au cours de l’embryogenèse la formation 

d’un plexus vasculaire à partir de précurseurs hématopoïétiques. Ce procédé a également été 

décrit pour participer à la formation de vaisseaux dans une tumeur (Carmeliet and Jain 2000). 

A l’âge adulte, la majorité des cellules endothéliales composant les vaisseaux sanguins sont 

maintenues en état de quiescence par un équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques. 

L’angiogenèse physiologique se déroule seulement pendant le cycle menstruel, pendant la 

grossesse (au niveau du placenta) ou encore lors des processus de réparation tissulaire 

(Carmeliet 2005). Au niveau des tumeurs, décrites comme « des blessures qui ne guérissent 

jamais », les cellules endothéliales ont perdu leur capacité à rester quiescentes, entraînant 

ainsi une angiogenèse tumorale continuelle (Feron 2004). 

A. Caractéristiques de la vascularisation tumorale 

Afin de comprendre en quoi les vaisseaux tumoraux diffèrent d’une vascularisation 

normale, il est important de connaitre la physiologie des vaisseaux normaux. Dans cette 

partie nous ferons un rappel sur la vascularisation en conditions physiologiques avant de 

décrire la vascularisation tumorale. 

1. Architecture des vaisseaux en conditions physiologiques 

L’ensemble du système vasculaire est tapissé de façon continue par une monocouche 

de cellules endothéliales : l’endothélium. Les cellules endothéliales sont directement exposées 
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au flux sanguin et sont donc une zone propice pour l’extravasation et l’intravasation de 

cellules sanguines, de protéines plasmatiques et de diverses substances biochimiques. Les 

cellules endothéliales sont des cellules polarisées et orientées dans la direction de la lumière 

du vaisseau. Elles forment des jonctions complexes entre elles, on distingue les jonctions 

serrées (ou zona occludens, jouent un rôle dans la perméabilité de la monocouche de cellules 

endothéliales) assurées principalement par la protéine zonula occludens-1 (McNeil et al. 

2006) ; les jonctions d’ancrage (permettent liaisons cellules-cellules) assurées par une 

Cadhérine transmembranaire spécifique, la VE-Cadhérine ; les jonctions communicantes (ou 

gap-junctions, ce sont des jonctions intercellulaires formées de canaux intercellulaires dont 

chacun est composé de 6 sous-unités ou connexines). La maturation et la stabilisation des 

vaisseaux sanguins sont assurées par l’interaction entre les cellules endothéliales, les péricytes 

et les cellules musculaires lisses. Les molécules impliquées sont l’angiopoiétine-1 et le 

récepteur Tie2 ainsi que la N-Cadhérine (Armulik et al. 2005). Les cellules endothéliales 

participent également à la régulation de nombreux paramètres physiologiques tels que 

l’angiogenèse, le tonus vasculaire (les cellules musculaires lisses maintiennent un tonus 

vasoconstricteur) et l’adhésion plaquettaire (qu’elles inhibent) (Furuya et al. 2005). 

En conditions physiologiques, le réseau (ou arbre) vasculaire se structure en vaisseaux 

sanguins (artère, veine, artérioles, veinules et capillaires) et en vaisseaux lymphatiques. La 

structure des vaisseaux sanguins et lymphatique est présentée dans la figure 4. 

Système vasculaire lymphatique. Les cellules endothéliales lymphatiques sont ancrées dans la 

matrice extracellulaire environnante grâce à des filaments d’ancrage. Les capillaires 

lymphatiques sont dépourvus de péricytes et contiennent des microvalves. Les gros vaisseaux 

lymphatiques sont entourés d’une lame basale et contiennent des valves permettant 

l’écoulement unidirectionnel de la lymphe (Jain 2003). Le rôle principal du système 

lymphatique est de drainer l’excès de fluide, ainsi que des molécules et les cellules du 

système immunitaires présents dans les tissus interstitiel afin de permettre leur passage au 

niveau des ganglions lymphatiques. 
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Figure 4 Architecture des vaisseaux sanguins et lymphatiques en conditions physiologiques. 

(Modifié d’après (Jain 2003) et (Cleaver and Melton 2003)). Le réseau vasculaire est constitué de vaisseaux 

sanguins et de vaisseaux lymphatiques. L’arbre vasculaire sanguin se structure en vaisseaux de gros calibre 

(artères ou veines), en artérioles, veinules et capillaires. Le réseau vasculaire lymphatique est composé de 

capillaires lymphatique dépourvu de valves et de plus gros vaisseaux entourés d’une lame basale et contienant 

des valves permettant l’écoulement unidirectionnel de la lymphe. 

Système vasculaire sanguin. Les gros vaisseaux sont constitués de 3 couches successives, 

qui sont, du centre vers la périphérie des vaisseaux : l’intima (tunique interne), constituée de 

cellules endothéliales et d’une tunique élastique interne ; la média (tunique moyenne), 

constituée de cellules musculaires lisses, d’une tunique élastique externe (composée de 

collagène et d’élastine) ; et de l’adventice (tunique externe) constituée de tissu conjonctif 

(fibroblastes). La média, grâce aux cellules musculaires lisses qui la composent, joue un rôle 

de soutien en permettant le maintien du tonus vasculaire et régule le flux sanguin. Les cellules 

endothéliales constituantes des artérioles sont totalement recouvertes de cellules musculaires 

lisses étroitement rapprochées et placées en circonférences autour du vaisseau. La couche de 

cellules musculaires lisses recouvrant les veinules est moins serrée, l’extravasation de 

molécules et de cellules a principalement lieu au niveau de ces vaisseaux. Enfin, les 

capillaires, qui sont les vaisseaux les plus fins et les plus abondants, sont constitués de 

cellules endothéliales entourées de membrane basale et d’une couche clairsemée de péricytes. 
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La structure des capillaires leur confère la caractéristique de zone d’échanges (gazeux, 

liquidiens et métaboliques) entre le système circulatoire et les différents tissus qu’ils 

traversent. Il existe 3 types de capillaires : les capillaires continus possèdent par définition des 

cellules endothéliales jointives reposant sur une lame basale également continue. Les 

capillaires continus sont courants par exemple au niveau des muscles, du tube digestif et des 

poumons ; les capillaires fenestrés se distinguant des précédents par la présence de très 

nombreuses perforations dans la paroi endothéliale (pores de 70 nm), ils reposent sur une 

lame basale continue. On les observe dans les tissus où les échanges moléculaires sont 

importants (intestin, rein, plexus choroïdes, glandes endocrines) ; et les capillaires discontinus 

sont aussi appelés sinusoïdes : de diamètre grand et irrégulier ils possèdent de véritables 

orifices trans-cytoplasmiques (1 à 3 μm) ; leur membrane basale est discontinue, voire absente 

(foie). Ils ralentissent le courant sanguin et permettent les échanges entre le sang et le tissu ; 

on les rencontre dans la rate, le foie, la moelle osseuse. 

Les capillaires : zone d’échange entre la circulation sanguine et les tissus. 

L’échange de molécules entre le sang circulant dans les capillaires et le tissu est 

gouverné par diffusion et par convection. Alors que la diffusion des petites molécules 

(notamment oxygène, CO2, nutriments) est due à des gradients de concentration, le passage 

des macromolécules est gouverné par des gradients de pression instaurés par le mouvement 

des fluides. On parle alors de mouvements de convection, force qui oppose les pressions 

hydrostatiques (forces exercée par un liquide contre une paroi) et la pression osmotique 

(figure 5). 

La pression hydrostatique des capillaires, ou pression microvasculaire (MVP), 

correspond à la pression exercée par le sang sur les parois internes des capillaires. La pression 

sanguine diminue à mesure que le sang avance dans le capillaire, elle est donc plus élevée du 

côté artériel que du côté veineux. A l’inverse, la pression hydrostatique du liquide 

interstitiel, ou pression interstitielle (PI), correspond à la pression exercée par le liquide 

interstitiel sur les parois externes des capillaires. La différence entre la pression 

microvasculaire et la pression interstitielle définie la pression hydrostatique nette. Dans un 

tissu normal, la pression interstitielle est proche de 0 mm Hg car le système lymphatique 

draine en permanence les liquides et protéines présents dans le compartiment interstitiel. De 

ce fait, la pression hydrostatique nette est égale à la pression microvasculaire. 
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La pression oncotique (PO) est la pression crée par l’eau (pression osmotique) qui 

tend à passer au travers des parois des capillaires vers le compartiment où se trouvent la plus 

haute concentration en protéines plasmatiques (qui elles ne traversent pas les parois des 

capillaires). Ces protéines, contenues en abondance dans le sang, restent dans les capillaires 

créant ainsi un mouvement d’eau du tissu interstitiel vers les capillaires. La pression 

oncotique est stable tout le long du capillaire et correspond à une force qui tend à faire passer 

les liquides du tissu interstitiel vers les capillaires. Cette pression permet une réabsorption 

d’eau au niveau de l’extrémité veinule du capillaire. La pression oncotique s’oppose donc la 

pression hydrostatique nette. 
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Figure 5 : Schéma représentant les mouvements par convection permettant les échanges entre capillaire et 

tissus. 

L’échange de molécules et d’eau entre le capillaire et le tissu est gouverné par les mouvements de convection 

instaurés par des gradients de pression. La pression nette de filtration (PFN) correspond à la résultante des 

pressions hydrostatique nette (= différence entre pression microvasculaire et pression interstitielle) et oncotique. 

A l’extrémité artérielle du capillaire, la pression nette de filtration est positive et permet le passage de molécule 

du capillaire vers le tissu interstitiel. A l’inverse, la pression de filtration nette est négative à l’extrémité veinule 

du capillaire et permet le retour de l’eau et des déchets métaboliques dans la circulation sanguine. Le système 

lymphatique draine molécules et excès de fluide présents dans le tissu interstitiel. 

La pression nette de filtration (PFN) correspond à la résultante des pressions 

hydrostatique nette et oncotique. Lorsque la pression hydrostatique nette dépasse la oncotique, 

la pression nette de filtration est positive et permet le passage de molécules du capillaire (du 

côté artériel) vers le tissu interstitiel. C’est l’inverse au niveau du côté veineux du capillaire. 

La pression oncotique dépasse la pression hydrostatique nette, la pression nette de filtration 

est négative et permet le passage d’eau et de molécules du tissu interstitiel vers le capillaire 
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(du côté veinule). Le système lymphatique draine en permanence molécules et excès de fluide 

présents dans le tissu interstitiel évitant ainsi leur accumulation. 

2. Désorganisation de l’architecture vasculaire dans une 

tumeur 

Dans une tumeur, il existe des « anomalies » fonctionnelles et structurales  

apparaissant lors de la maturation des néo-vaisseaux tumoraux (McDonald and Choyke 2003). 

Ces anomalies résultent de la sécrétion constante des facteurs pro-angiogéniques par la 

tumeur (Jain 2003). Les vaisseaux tumoraux sont désorganisés au niveau architectural. En 

effet, la hiérarchie retrouvée classiquement dans les tissus normaux, à savoir artérioles, 

capillaires et veinules (figure 6a), reste floue dans les tumeurs. Par ailleurs, les vaisseaux 

sanguins tumoraux sont de diamètres inégaux (figure 6b). Cette inégalité est en partie due à la 

pression exercée par les cellules tumorales en prolifération (Fukumura and Jain 2008). 

 

Figure 6 : Comparaison des structures d’un réseau vasculaire en condition physiologique et dans une 

tumeur. 

(D’après McDonald DM, 2003). (a) Dans un tissu normal, les vaisseaux sont organisés en Artériole, Capillaire et 

Veinule. (b), dans une tumeur, cette hiérarchisation n’est pas retrouvée et les vaisseaux sanguins tumoraux sont 

de diamètres inégaux. 

Les vaisseaux tumoraux sont considérés comme des vaisseaux immatures. En effet, 

contrairement aux vaisseaux normaux (figure 7a), l’association entre les cellules endothéliales 

et les péricytes est diminuée, aboutissant à un recouvrement partiel du vaisseau tumoral 

(figure 7b). De plus, la lame basale des vaisseaux tumoraux est anormalement discontinue et 

d’épaisseur variable (figure 7c). 
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Figure 7 : Les vaisseaux tumoraux sont immatures. 

(Modifié d’après McDonald DM, 2003). (a) recouvrement d’un vaisseau normal (vert) par les péricytes (rouge). 

(b), ce recouvrement est imparfait au niveau des vaisseaux tumoraux : les péricytes sont moins nombreux et 

l’association entre les péricytes (en rouge) et l’endothélium (en vert) est diminuée. (c) : La lame basale (en 

rouge, pointée par des flèches) des vaisseaux tumoraux est également anormale, elle est discontinue et 

d’épaisseur variable. 

Le VEGF, ayant pour principal médiateur le monoxyde d’azote (NO) (Fukumura et al. 

2001), est responsable de l’hyperperméabilité des vaisseaux tumoraux. En effet, il induit la 

formation de structures spécifiques des cellules endothéliales : les organelles vésiculo-

vacuolaires. Ces vésicules sont des regroupements de vésicules qui forment un canal 

transendothélial continu et permettent le transport de fluides et de molécules à travers 

l’endothélium vasculaire. (Vandoorne et al. 2010). D’autre part, le VEGF est capable de 

diminuer les jonctions cellulaires (jonctions d’ancrage et jonctions serrées) via la 

phosphorylation de la VE-cadhérine et de la protéine zonula occludens-1 (Bates 2010). Le NO 

agit également sur les jonctions cellulaire puisqu’il induit la nitrosylation de la β-caténine 

(protéine de jonction) (Thibeault et al. 2010). De ce fait, les cellules endothéliales des 

vaisseaux tumoraux forment un revêtement imparfait avec de nombreuses ruptures et 

séparations au niveau des jonctions intercellulaires. 

Conséquences de ces anomalies sur le passage de molécules (telles que les agents 

anticancéreux) vers le tissu tumoral. 

Les anomalies structurales des vaisseaux tumoraux que nous venons de décrire, 

aboutissant à un flux sanguin hétérogène, ne sont pas sans conséquence sur leur 

fonctionnalité. A ces anomalies des vaisseaux sanguins, on associe également une anomalie 

des vaisseaux lymphatiques. Les cellules tumorales, en constante prolifération dans un espace 
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confiné, compriment les vaisseaux lymphatiques intratumoraux en formation, les rendant 

non fonctionnels (absence de drainage) (Fukumura and Jain 2007) (Leu AJ, 2000). Dans 

certaines tumeurs (exemple : cancer du sein invasif) ; il a même été reporté qu’aucun vaisseau 

lymphatique intratumoral n’est détectable (Alitalo and Carmeliet 2002). Cette absence de 

drainage lymphatique du liquide interstitiel associée à l’hyperperméabilité vasculaire aboutit à 

une accumulation de protéines plasmatiques et d’eau dans le tissu interstitiel. Ceci aboutit à 

une augmentation de la pression interstitielle (PI) tumorale. 

La fuite de protéines plasmatiques (due à la perméabilité des vaisseaux) fait que la 

pression oncotique est négligeable. Celle-ci n’influe donc plus sur le transport transvasculaire 

des molécules (Tong et al. 2004). Dans une tumeur, la pression interstitielle élevée égalise la 

pression microvasculaire (Boucher and Jain 1992; Netti et al. 1995), de ce fait, la pression 

nette de filtration devient une pression nulle voire négative et s’oppose au passage des 

molécules du sang vers la tumeur (Heldin et al. 2004; Jain and Stylianopoulos 2010). Le 

principal mécanisme de transport des molécules devient la diffusion, qui est un phénomène 

plus lent et moins efficace que la convection (notamment pour les grosses molécules telles 

que les anticorps). On assiste ainsi à une stagnation des molécules anticancéreuses autour 

des vaisseaux sanguins, ce qui rend les tumeurs moins sensibles aux traitements (Goel et al. 

2011). 

Outre une augmentation de la perméabilité vasculaire, l’élévation de la pression 

interstitielle est également causée par la force mécanique exercée par le stroma tumoral. En 

effet, le stroma tumoral est composé d’un réseau fibrillaire très dense et rigide formé de fibres 

de collagène (synthétisé par les fibroblastes stimulés par le TGF-β) et de fibrine (provenant du 

fibrinogène plasmatique). Le stroma tumoral apparait comme un environnement favorable à la 

prolifération des myofibroblastes, cellules qui présentent un phénotype proche de celui des 

cellules musculaires lisses avec des propriétés contractiles (Bouzin and Feron 2007). En effet, 

des cellules immunitaires sécrètent de nombreuses cytokines et facteurs de croissances 

comme le TGF-β ou le PDGF (dont le récepteur PDGFR-β est surexprimé dans le stroma de 

plusieurs types de tumeurs) (Lunt et al. 2009). Ces molécules permettent la différenciation des 

fibroblastes en myofibroblastes. Ainsi, après leur fixation aux fibres de collagène par un 

mécanisme dépendant des intégrines, les myofibroblastes augmentent la tension entre les 

fibres du stroma, ce qui exerce une tension sur les vaisseaux et contribue ainsi à l’élévation de 

la PI (Heldin et al. 2004). La figure suivante compare le microenvironnement tumoral avec un 

tissu normal. 
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Figure 8 : Différences entre les stromas des tissus normaux et tumoraux qui affectent la pression 

interstitielle. 

(D’après (Heldin et al. 2004). A. Les tissus normaux contiennent des vaisseaux sanguins linéaires dont le 

recouvrement par des péricytes permet le maintient de leur intégrité. Le stroma consiste en un réseau fibrillaire 

relâché et ne contient que quelques fibroblastes et macrophages. Les vaisseaux lymphatiques sont également 

présents. B. Les tissus tumoraux contiennent des vaisseaux sanguins anormaux (hyperperméables, tortueux, 

immatures) et des cellules endothéliales activées. Les vaisseaux lymphatiques sont non fonctionnels voir 

inexistants. Le stroma est très dense et rigide, les nombreux fibroblastes se fixent aux fibres de collagène, 

accentuant encore la tension entre les fibres. Ces 3 caractéristiques (perméabilité vasculaire, vaisseaux 

lymphatiques non fonctionnels et stroma rigide) jouent un rôle dans l’élévation de la pression interstitielle. 

Enfin, les cellules endothéliales composant les vaisseaux tumoraux sont également 

connues pour avoir des propriétés différentes des cellules endothéliales normales. En effet, les 

cellules endothéliales issues des tumeurs expriment des molécules d’adhésion et des 

récepteurs aux facteurs de croissances ce qui leur confère un phénotype de cellules 

endothéliales activées (St Croix et al. 2000). Elles sont donc plus sensibles aux facteurs pro-

angiogéniques (tels que bFGF et VEGF) et présentent des capacités de migration, de 

prolifération, de survie et digestion de la matrice extracellulaire augmentées (Furuya et al. 

2005). De plus, il a été montré que les cellules endothéliales tumorales (issues de cancer du 

sein sont résistantes à l’apoptose induite par la chimiothérapie (doxorubicine et vincristine) 

(Grange et al. 2006). 
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B. Formation des vaisseaux tumoraux 

1. L’hypoxie, un facteur déclencheur de l’angiogenèse 

tumorale 

Au-delà d’un certain volume (2-3 mm
3
), la tumeur n’est plus correctement oxygénée 

et devient hypoxique (Jain 2003). L’hypoxie va permettre la stabilisation du facteur de 

transcription induit par l’hypoxie : HIF-1. La régulation de ce facteur par les conditions 

normoxiques et hypoxiques est présentée dans la figure 9. 

En condition de normoxie, les résidus proline 402 et 564 (Pro
402

 et Pro
564

) de la sous-

unité α de HIF-1 sont hydroxylés par les prolyl hydroxylases (PHD, dont il existe 3 

isoformes). L’activité de ces enzymes est dépendante de l’oxygène (substrat), du fer 

(cofacteur) et du 2-oxoglutarate. L’hydroxylation (-OH) des résidus Proline ainsi que 

l’acétylation (AOc) du résidu Lysine 532 (Lys
532

) par l’acétyltransférase ARD1 permettent à 

la protéine von Hippel-Lindau (VHL), composant du complexe E3-ubiquitine ligase du 

protéasome, de reconnaitre et d’ubiquitinyler HIF-1α. Ce dernier est alors reconnu par la 

sous-unité 26S du protéasome et est dégradé. 
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Figure 9 : Régulation du facteur de transcription induit par l’hypoxie (HIF-1). 

En condition de normoxie, HIF-1α est hydroxylée (-OH) par les PHD (prolyl hydroxylase) et acétylée (AOc) par 

l’acétyltransférase ARD1. La protéine von Hippel-Lindau (VHL), composant du complexe E3-ubiquitine ligase 

du protéasome, reconnaît et ubiquitinyle HIF-1α qui sera dégradée par le protéasome. 

En condition hypoxique, l’activité des PHD est inhibée par le manque d’oxygène. HIF-1α est transloquée vers le 

noyau où elle s’associe avec la sous-unité β de HIF-1. Le complexe HIF-1 fixe les facteurs de transcription (tels 

que CBP/p300), reconnait les séquences HRE (Hypoxia Response Element) présents sur les promoteurs des 

gènes cibles, augmentant ainsi leur transcription. 

En condition d’hypoxie, l’absence du substrat (O2) des prolyl hydroxylases inhibe leur 

capacité d’hydroxylation. La sous-unité HIF-1α se stabilise et s’accumule dans le cytosol. Elle 

est ensuite transloquée vers le noyau où elle s’associe avec la sous-unité β de HIF-1. Le 

complexe HIF-1αβ se lie aux facteurs de transcription (tels que CBP/p300), et reconnait les 

séquences HRE (Hypoxia Response Element) présents sur les promoteurs des gènes cibles, 

augmentant ainsi leur transcription (Clottes 2005) (Lauzier et al. 2006). Plusieurs de ces gènes 

cibles sont impliqués dans l’angiogenèse (facteurs de croissance, les NO synthases 

endothéliale et inductible ou encore certaines métalloprotéases) (Coulet et al. 2003) alors que 

d’autres (tels que la carbonique anhydrase IX, le facteur de croissance épithélial ou EGF…) 

permettent aux cellules tumorales de modifier leur métabolisme et de survivre dans un 

environnement hypoxique.  

Parmi les gènes cibles de HIF-1α, on trouve le VEGF, sécrété en grande quantité par 

les cellules tumorales ainsi que d’autres facteurs de croissance comme le PDGF (plaquettes) 
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et le bFGF (fibroblastes). On assiste alors à un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-

angiogéniques, c’est le « switch angiogénique » (Bergers and Benjamin 2003). 

2. Switch angiogénique 

Il existe deux types de facteurs : les facteurs pro-angiogéniques, qui jouent un rôle 

dans l’induction de l’angiogenèse ; et les facteurs anti-angiogéniques dont le rôle est de 

contrebalancer l’effet des facteurs inducteurs de l’angiogenèse (tableau III). Nous ne 

donnerons que quelques exemples de ces facteurs, et détaillerons le principal facteur pro-

angiogénique, le VEGF. 
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Tableau III : Facteurs régulant l’angiogenèse. 

(Modifié d’après (Conway et al. 2001)). Abréviations : Système Immunitaire (SI). Cellules Endothéliales (CE). Facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF). 

Facteur de croissance des fibroblastes (FGF). Inhibiteurs tissulaires des métallo-protéinases (TIMPs). Métallo-protéinases (MMP). Interférons (INF). Interleukines (IL). 

Angiopoïétine de type 1 (Ang1). Angiopoïétine de type 2 (Ang2). Facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF). Facteur de croissance transformant (TGF). Facteur de 

croissance épithélial (EGF). NO synthase (NOS). Cyclooxygénase de type 2 (cox-2). Acide lysophosphatidique (LPA). Facteur de nécrose tumorale alpha (TNFalpha). 
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a. Facteurs pro-angiogéniques 

Le monoxyde d’azote (NO) est un facteur pro-angiogénique important que nous 

détaillerons dans le chapitre suivant. 

Les facteurs de croissance synthétisés par les fibroblastes (FGF) et par les cellules 

endothéliales. Ce sont des facteurs de croissances polypeptidiques se fixant à leurs récepteurs 

de types tyrosine kinase. A l’heure actuelle, 22 membres ont été décrits. Parmi ces membres, 

le FGF-1 (ou aFGF) et le FGF-2 (ou bFGF) ont beaucoup été décrits pour leur propriétés 

angiogéniques in vitro et in vivo. Ils sont connus pour induire la prolifération, la migration et 

l’adhésion des cellules endothéliales et aussi pour induire la production de MMPs. In vivo, ils 

jouent un rôle dans la maturation des vaisseaux, notamment en permettant le recrutement des 

péricytes. Il est également connu que les FGF peuvent interagir avec d’autres facteurs comme 

le VEGF (Wesche et al. 2011) (Presta et al. 2005). 

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) est sécrété par les 

plaquettes, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales ou encore les 

macrophages. La famille PDGF est composée de 4 membres : PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, 

PDGF-D, qui s’homodimérisent ou, dans le cas de A et B, qui peuvent s’héterodimériser. La 

fixation du ligand à son récepteur active différentes voies de signalisation dont la voie PI3K, 

Ras-MAPK et la voie des phospholipases C-γ (PLC-γ : activation de ERK et libération de 

calcium intracellulaire), voies impliquées dans la prolifération et la migration des cellules. Le 

PDGF permet également le recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses lors de 

la maturation des vaisseaux sanguins (Alvarez et al. 2006). 

L’acide lysophosphatidique (LPA) est un phospholipide bioactif sécrété par les 

plaquettes et les adipocytes connu pour induire l’expression de HIF1-α et de VEGF-A. Il est 

capable de réguler plusieurs réponses cellulaires comme la migration et la prolifération des 

cellules endothéliales (Teo et al. 2009) (Saulnier-Blache 2004). 

b. Facteurs anti-angiogéniques  

La thrombospondine-1 (TSP-1) est le premier inhibiteur de l’angiogenèse à avoir été 

décrit (Good et al. 1990). Sécrétée par les plaquettes, cette protéine de la matrice 

extracellulaire est décrite pour inhiber la prolifération, l’adhésion et la migration des cellules 
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endothéliales. Elle est également connue pour induire l’apoptose des CE in vitro (Guo et al. 

1997). Dans un contexte tumoral, l’inhibition de son expression est impliquée dans 

l’induction de l’angiogenèse (Watnick et al. 2003). Par ailleurs, sa surexpression inhibe 

fortement le développement tumoral in vivo (Bikfalvi 2003). 

L’angiostatine est un fragment de plasminogène qui peut être libérée par les 

métalloprotéases (MMP) après clivage du plasminogène (O'Reilly et al. 1999). Elle inhibe la 

prolifération et la migration in vitro des cellules endothéliales, induit leur apoptose et inhibe 

l’angiogenèse in vivo (Soff 2000). 

L’endostatine, également découverte par l’équipe de Judah Folkman, est un fragment 

de la partie C-terminale du collagène XVIII. Elle est principalement connue pour inhiber la 

prolifération des cellules endothéliales (O'Reilly et al. 1997) et pour son action régulatrice de 

l’expression de gènes impliqués dans l’angiogenèse. Elle diminue l’expression du VEGF-A, 

du FGF et de ses récepteurs et de HIF1-α. L’endostatine est également connue pour induire 

l’expression d’autres inhibiteurs de l’angiogenèse comme la thrombospondine-1 (Judah 

2006). 

Il a été montré que l’endostatine et l’angiostatine pouvaient jouer un rôle dans le 

cancer. En effet, ces 2 molécules anti-angiogéniques diminuent la croissance tumorale et 

inhibent la formation de métastases (Taylor et al. 2009) (Bikfalvi 2003). 

c. Le VEGF (Vasvular endothelium growth factor) et ses 

récepteurs 

Les membres de la famille VEGF sont secrétés sous forme de glycoprotéines 

dimériques d’environ 40 kDa. Chez les mammifères, la famille des VEGF comprends 6 

membres : VEGF-A (le plus actif biologiquement), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et 

le facteur de croissance placentaire (PLGF pour Placenta Growth Factor). Ces ligands peuvent 

se lier à trois types de récepteurs : VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 présents sur différents 

types cellulaires (Figure 10). Ce sont des récepteurs à tyrosine kinase. Ils sont composés 

d’une région extracellulaire dotée de 7 domaines s’apparentant aux immunoglobulines « Ig-

like » numérotées de I à VII (au niveau du VEGFR-3, le 5
ème

 domaine « Ig-like » est remplacé 

par un pont disulfure). Ils possèdent un court domaine transmembranaire, une région 

intracellulaire (domaine C-terminal) contenant deux domaines kinases séparés par un insert de 
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70 acides aminés. Il existe un 4
ème

 récepteur au VEGF, le récepteur Neuropilin (NRP 1 /2). Ce 

récepteur n’a pas d’activité tyrosine kinase et joue le rôle de co-récepteur au VEGF (Ferrara et 

al. 2003) (Neufeld et al. 1999). La figure 10 représente les différents récepteurs, leurs 

localisations et leurs ligands. 

Les récepteurs au VEGF 

Le VEGFR-1 ou Flt-1 (pour fms-like tyrosine kinase), exprimé au niveau des cellules 

hématopoïétiques, des monocytes, des macrophages et des cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins, est activé après la liaison de VEGF-A, VEGF-B et PLGF. Le VEGFR-1 

est important dans la formation de vaisseaux au cours du processus inflammatoire 

(recrutement des précurseurs des cellules endothéliales) via la fixation du ligand PLGF. 

L’inactivation du domaine tyrosine kinase du récepteur aboutit à une diminution de 

l’angiogenèse tumorale (Koch et al. 2011). Par contre, chez des souris VEGFR-1
-/-

, les 

embryons ne survivent pas à cause d’une prolifération excessive des cellules endothéliales et 

d’un réseau vasculaire désorganisé et non fonctionnel (Shibuya 2011). Pendant 

l’embryogenèse, le VEGFR-1 servirait de « réservoir » au VEGF-A, diminuant la fixation de 

ce dernier au VEGFR-2 ainsi que les signaux transmis par cette fixation (Shibuya 2011). 

Le VEGFR-2, ou Flk-1 / KDR (fœtal liver kinase / kinase-insert domain receptor) est 

exprimé au niveau des CE des vaisseaux sanguins et lymphatiques et est activé par la fixation 

de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E. Plusieurs études ont montré l’importance de 

l’activation du VEGFR-2 par le VEGF-A dans les cellules endothéliales concernant 

l’induction de l’angiogenèse, la perméabilité vasculaire, la migration et la prolifération 

(Ferrara et al. 2003). En effet, la délétion de VEGFR-2 (Shalaby et al. 1995) ou de VEGF-A 

(Ferrara and Davis-Smyth 1997) chez la souris aboutit à un défaut dans le développement du 

réseau vasculaire, provoquant la mort des embryons. L’affinité du VEGF-A pour le VEGFR-2 

est plus faible que pour le VEGFR-1, cependant, l’activité biologique qui en découle est 10 

fois plus importante. En comparaison avec les tissus normaux, le VEGFR-2 est surexprimé à 

la surface des cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux (Holmes et al. 2007). De plus, le 

VEGF-A a été détecté à des concentrations très élevées dans un certain nombre de tumeurs. 

Cette surexpression est accompagnée d’une augmentation significative de la densité 

vasculaire des tumeurs (Bikfalvi 2003). 
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Le  VEGFR-3, ou Flt-4, est exprimé au niveau des cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques au cours du développement embryonnaire mais son 

expression est ensuite restreinte aux cellules endothéliales lymphatiques chez l’adulte. Il 

présente une haute affinité pour les ligands VEGF-C et VEGF-D. L’extinction du gène codant 

pour le VEGFR-3 chez la souris entraîne la mort de l’embryon. Le blocage de la fonction du 

VEGFR-3 chez la souris adulte par une forme recombinante soluble entraîne une régression 

des vaisseaux lymphatiques mais semble sans effet sur les vaisseaux sanguins (Cross et al. 

2003). 

 

Figure 10 : La famille des VEGF et leurs récepteurs. 

Modifié d’après (Holmes et al. 2007). Présentations des 3 types de récepteurs au VEGF, de leur localisation 

cellulaire et de leur ligand. Chaque ligand de la famille des VEGF (-A, -B, -C, -D, -E et PLGF), se lient de 

manière spécifiques à un ou plusieurs des 3 récepteurs à tyrosine kinase : VEGFR-1, -2 et -3. VEGFR-1 est 

exprimé au niveau des cellules hématopoïétiques, des monocytes, des macrophages et des cellules endothéliales 

(CE) des vaisseaux sanguins. Il est activé après la liaison de VEGF-A, VEGF-B et PLGF. VEGFR-2 est exprimé 

au niveau des CE des vaisseaux sanguins et lymphatiques et est activé par la fixation de VEGF-A, VEGF-C, 

VEGF-D et VEGF-E. L’expression de VEGFR-3 est restreinte aux CE lymphatiques chez l’adulte. Il présente 

une haute affinité pour les ligands VEGF-C et VEGF-D. 
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Les différentes formes du VEGF-A : 

Découvert en 1983 par l’équipe de Donald Senger, le VEGF-A a été le premier 

membre décrit et a d’abord été appelé facteur de perméabilité vasculaire ou VPF (Cross and 

Claesson-Welsh 2001). Il s’agit du membre des VEGF présentant l’activité biologique la plus 

importante. Chez l’Homme, le gène du VEGF-A est organisé en huit exons séparés par sept 

introns. A ce jour, 6 isoformes ont été identifiées après épissage alternatif d’un seul ARNm 

(figure 11). Ces isoformes ont été nommées en fonction du nombre d’acides aminés qui les 

composent après le clivage de la séquence signal (« Signal sequence », en vert sur la figure 

11), nous avons : VEGF206, VEGF189, VEGF183, VEGF165, VEGF145 et VEGF121. La forme 

VEGF121, ne se liant pas à l’héparine, et la forme VEGF145, sont sécrétées sous forme 

soluble. La forme VEGF165, qui se lie de façon modérée à l’héparine est la forme plus 

abondante et la plus active biologiquement. C’est un homodimère de 46 kDa composé de 

deux sous-unités de 23 kDa chacune. La liaison à l’héparine (formation d’un complexe) est 

essentielle à l’activité du VEGF165. En effet, elle est nécessaire à la phosphorylation de 

VEGFR-2 et à l’activation des cellules endothéliales (prolifération et formation de pseudo-

capillaires) (Ashikari-Hada et al. 2005). Les formes les plus lourdes, VEGF206, VEGF189, se 

lient fortement à l’héparine mais reste séquestrées dans la matrice extracellulaire. Les formes 

VEGF165, VEGF121, VEGF183 et VEGF189, sont retrouvées dans de nombreux tissus. En 

revanche, les formes VEGF145 et VEGF206 sont plus rares et semblent restreintes aux cellules 

d’origine placentaire (Robinson and Stringer 2001).  
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Figure 11 Structure et épissage alternatif de l’ARNm du VEGF-A humain 

(D’après (Holmes et al. 2007). Après épissage alternatif de l’ARNm du VEGF, 6 isoformes protéiques sont 

traduites et nommées en fonction du nombre d’acides animés qui les composent. Le VEGF121 est un polypeptide 

acide qui ne se lie pas à l’héparine et qui diffuse librement. VEGF189 et VEGF206 sont hautement basique et se 

lient à l’héparine avec une forte affinité, mais sont complètement séquestrés dans la matrice extracellulaire. 

Enfin le VEGF165 a des propriétés intermédiaires, il se lie à l’héparine avec une affinité modérée. Il est aussi 

sécrété mais une fraction reste cependant liée à la surface cellulaire et à la matrice extracellulaire (Ferrara et al. 

2003). La liaison à l’héparine est essentielle à l’activité du VEGF165. 

Voies de signalisation induite par la fixation du VEGF-A au VEGFR-2. La figure 12 

présente les principales voies de signalisation induite par la fixation du VEGF-A au VEGFR-2 

et impliquées dans l’angiogenèse. Ces voies sont induites par la liaison du VEGF-A au niveau 

des domaines Ig-like II et III du VEGFR-2. Cette liaison aboutit la dimérisation et à 

l’autophosphorylation du récepteur. Sur les 11 résidus tyrosines connus à ce jour, 6 ont été 

identifiés comme étant les sites majeurs de phosphorylation : Tyr801, Tyr951, Tyr1054, 

Tyr1059, Tyr1175 et Tyr1214. La phosphorylation du résidu Tyr801 reste controversé, 

cependant, il semblerait qu’elle précède celle des résidus Tyr1054 et Tyr1059 et qu’elle soit 

requise pour l’activation de la eNOS (Blanes et al. 2007). La phosphorylation des résidus 

Tyr1054 et Tyr1059 est requise pour l’activité kinase maximale du récepteur. La 

phosphorylation de ces résidus permet le recrutement de la protéine Src, ce qui au final 

aboutit à la phosphorylation d’autres résidus tels que le résidu Tyr1175 (Koch et al. 2011).  

La phosphorylation du résidu Tyr1175 permet la liaison et la phosphorylation de la 

phospholipase C-γ (PLC-γ). PLC-γ va hydrolyser PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-

biphosphate) ce qui aboutit à la génération du DAG (diacylglycérol) et de IP3 (inositol 1,4,5 

trisphosphate). IP3, en se fixant au niveau du réticulum endoplasmique, entraîne une 
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libération de Ca
2+

 (activation de la protéine kinase-C et de la NOS endothéliale). Le DAG est 

aussi un activateur de la PKC (Protéine Kinase C, possède un site de liaison au DAG). La 

protéine PKC va ensuite activer la voie Raf/MEK/ERK, voie impliquée dans la prolifération, 

soit de façon indépendante de Ras (Takahashi et al. 1999); soit en stimulant Ras par 

l’intermédiaire de la sphingosine kinase (SPK1) (Shu et al. 2002). Ainsi, le VEGF-A induit la 

prolifération des cellules endothéliales via l’activation de la voie ERK  

La phosphorylation du résidu Tyr1175 permet aussi la fixation de la protéine 

adaptatrice Shb. Cette protéine, après phosphorylation, permet le recrutement de la protéine 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K). PI3K, composée de 2 sous-unités (p110, SU catalytique : 

p85, SU régulatrice) permet la transformation de PIP2 en PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphate). La protéine AKT (aussi appelée protéine kinase-B, PKB) interagit avec PIP3 et 

est transloquée au niveau de la membrane. Elle est ensuite phosphorylée au niveau des résidus 

Thréonine 308 et Sérine 473 par PDK1 (phosphoinositide dependant kinase-1) et PDK2 

respectivement (Franke 2008). AKT inactive les protéines proapoptotiques BAD (« Bcl-2 

Associated Death promotor ») et caspase 9 aboutissant à la survie des cellules endothéliales 

(Vara et al. 2004). En parallèle, la protéine AKT va activer la protéine NO synthase 

endothéliale (eNOS) en la phosphorylant au niveau du résidu sérine 1177. La eNOS, 

également activée par l’augmentation de la concentration en Ca
2+

 intracellulaire, est 

responsable de la synthèse du monoxyde d’azote (NO), facteur impliqué dans la migration et 

la prolifération des cellules endothéliales. La synthèse de NO augmente également la 

perméabilité vasculaire (Cross et al. 2003). 

La phosphorylation du résidu Tyr1214 entraîne le recrutement de la protéine 

adaptatrice Nck et permet l’activation de la protéine P38 MAPK (P38 mitogen-activated 

protein kinase). La P38 MAPK va à son tour activer la protéine MAPK-APK 2/3 (MAPK-

activating protein kinases 2 et 3), aboutissant à la phosphorylation de la protéine HSP27 (Heat 

shock protein-27). HSP27 est une molécule chaperonne qui, une fois phosphorylée, perd sa 

capacité à inhiber la polymérisation de l’actine, aboutissant ainsi à une réorganisation de 

l’actine et à la migration des cellules endothéliales (Huang et al. 2004). 
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Figure 12 Voies de signalisation activées par la fixation du VEGF-A au VEGFR-2 dans les cellules endothéliales. 

Après fixation du VEGF-A sur le VEGFR-2, trois voies majeures de signalisation sont activées et propagent des signaux qui aboutissent la régulation de plusieurs fonctions 

cellulaires telles que la survie, la perméabilité, la migration et la prolifération. Ces voies sont PI3K/AKT, PI3K/AKT/eNOS, P38MAPK, PLC-γ (signalisation calcique) et 

Raf/MEK/Erk 
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3. Formation de nouveaux vaisseaux tumoraux 

La formation de nouveaux vaisseaux ainsi que les molécules impliquées sont résumées 

dans la figure 13. Les facteurs de croissances pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, bFGF) 

sécrétés par la tumeur vont se fixer à leurs récepteurs à tyrosine kinase exprimés au niveau 

des cellules endothéliales des vaisseaux avoisinants (Cross and Claesson-Welsh 2001). Ces 

dernières passent d’un état quiescent à un état actif au cours duquel elles vont exprimer 

diverses molécules impliquées dans l’angiogenèse (NO synthase endothéliale ou eNOS, des 

molécules d’adhésion, des facteurs de croissances…). La vasodilatation des vaisseaux, 

première étape de l’angiogenèse, est induite par le monoxyde d’azote (NO, synthétisé par la 

NOS endothéliale) et par les prostaglandines (telles que PGE2, synthétisées par les cellules 

tumorales) (Dannenberg et al. 2005). En réponse au VEGF, cette étape est accompagnée par 

une augmentation de la perméabilité des vaisseaux, ce qui aboutit à l’extravasation tissulaire 

de protéines plasmatiques telles que le fibrinogène et le plasminogène. Ces protéines vont 

constituer une matrice (support) provisoire sur laquelle les cellules endothéliales actives 

peuvent migrer (Carmeliet and Jain 2011) (Distler et al. 2003). En effet, les cellules 

endothéliales activées présentent des capacités de migration, de prolifération et d’adhésion qui 

leur permettent de former de nouveaux vaisseaux. 

Dans un second temps, les cellules endothéliales sécrètent de l’angiopoiétine-2 

(Ang2). Cette molécule, également synthétisée par les cellules tumorales, se fixe au récepteur 

TIE2 de manière compétitive à l’angiopoiétine-1 (Ang1, qui est impliquée dans le maintient 

de l’intégrité des vaisseaux sanguins). Ainsi, on assiste à une déstabilisation des vaisseaux 

avec un décollement des péricytes et des cellules musculaires lisses (Bergers and Benjamin 

2003). L’Ang2 est également impliquée dans la dégradation de la lame basale et la migration 

des cellules endothéliales, facilitant la formation de bourgeons vasculaires. Elle renforce 

l’action des protéases (métalloprotéases, collagénases, cathépsines) synthétisées par les 

cellules endothéliales et par les cellules tumorales. Ces molécules sont responsables de la 

digestion de la matrice extracellulaire entourant le bourgeon vasculaire, ce qui permet aux 

cellules endothéliales de migrer et de proliférer. 

Ensuite, les cellules endothéliales expriment des molécules d’adhésion telles que les 

intégrines. Ces molécules, en favorisant l’attachement des cellules endothéliales avec les 

protéines de la matrice extracellulaire, facilitent la progression du vaisseau en formation vers 

la tumeur. En conditions physiologiques, les néo-vaisseaux ainsi formés vont être recouvert 
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de péricytes, de cellules musculaires lisses et de lame basale (Folkman 2007). Cette dernière 

étape, correspondant à la maturation des nouveaux vaisseaux, est décrite comme incomplète 

dans les tissus tumoraux. 

 

Figure 13 : Facteurs impliqués dans l’angiogenèse tumorale. 

(D’après Folkman J, 2007). En réponse aux facteurs pro-angiogéniques sécrétés par la tumeur, les cellules 

endothéliales quittent leur état de quiescence et acquièrent un phénotype activé. La vasodilatation et la 

perméabilité des vaisseaux avoisinant la tumeur sont induites par le VEGF et le NO (synthétisé par les cellules 
endothéliales). La sécrétion de l’angiopoiétine-2 permet la déstabilisation des vaisseaux (décollement des 

péricytes). Elle permet aussi, avec l’aide des protéases, la dégradation de la matrice extracellulaire ce qui facilite 

la migration et la prolifération des cellules endothéliales. La progression du vaisseau en formation vers la tumeur 

est facilitée par l’expression des intégrines au niveau des cellules endothéliales. 
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III. L’hypoxie et la pression interstitielle : paramètres 

impliqués dans la résistance des tumeurs aux agents 

anticancéreux 

L’hypoxie (faible pression partielle en oxygène) et l’élévation de la pression 

interstitielle sont le reflet de la mauvaise qualité de la vascularisation tumorale. De 

nombreuses études cliniques et précliniques mettent en avant ces deux paramètres dans la 

résistance des tumeurs aux traitements anticancéreux. Jouer sur ces deux paramètres peut être 

un moyen d’améliorer l’efficacité des thérapies anticancéreuses. 

A. Hypoxie tumorale. 

1. Hypoxie et résistance des tumeurs aux traitements. 

Contrairement à un tissu normal, la vascularisation tumorale est de mauvaise qualité et 

ne permet pas un approvisionnement en O2 suffisant au niveau des cellules tumorales. Les 

régions tumorales sont considérées comme hypoxiques lorsque les valeurs de pression 

partielle en O2 (PO2) sont proches ou inférieures à 10 mm Hg (Harrison and Blackwell 2004). 

Ces zones hypoxiques ont été retrouvées dans un grand nombre de tumeurs humaines dont : 

les tumeurs du sein, du col de l’utérus, des poumons, des voies aérodigestives supérieures, de 

la prostate, du rectum, du pancréas, du cerveau, ainsi que dans les mélanomes (Tableau IV) 

(Brown and Wilson 2004) (Vaupel et al. 1989). Par exemple, les tumeurs du sein présentent 

une PO2 cinq fois plus faible (10 mmHg) que les tissus mammaires normaux où la PO2
 
est de 

50 mmHg. 
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Tableau IV : Valeurs de pression partielle en oxygène (PO2) dans plusieurs types de cancers en 

comparaison avec les tissus normaux. 

(D’après (Brown and Wilson 2004) (Vaupel et al. 1989)).Comparaison de la PO2 relevée dans plusieurs tumeurs 

humaines avec la PO2 obtenue dans les tissus sains correspondants. 

Actuellement, de nombreuses études cliniques ont associé l’hypoxie tumorale à un 

risque de rechute élevé. Ces associations ont été mises en évidence par une évaluation du 

niveau d’expression de HIF-1 α et / ou de la carbonique anhydrase IX, deux marqueurs de 

l’hypoxie. Par exemple, deux études menées séparément sur 273 (Tan et al. 2007) et 199 

(Generali et al. 2006) femmes atteintes d’un cancer du sein ont montré que les femmes dont la 

tumeur était hypoxique présentaient un risque de rechute plus élevé. En effet, les femmes dont 

les tumeurs sont HIF-1 α positives (figure14A) ou carbonique anhydrase IX positive (Figure 

14B) ont un taux de survie sans rechute diminué. De plus, dans la deuxième étude, il a été 

montré que seulement 66% des femmes ont répondu favorablement aux traitements 

(épirubicine ± tamoxifène) lorsque leur tumeur était hypoxique avant traitement (tumeur HIF-

1α positive) contre 85 % pour les patientes dont la tumeur n’exprimait pas HIF-1 α.  
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Figure 14 : L’hypoxie tumorale entraîne la rechute des patientes. 

A. (Tan et al. 2007). La courbe de Kaplan-Meier présentée ici montre les probabilités de survie sans rechute de 

patientes traitées pour un cancer du sein. Les 2 groupes ont été comparés en fonction de l’expression ou non de 

HIF-1α des tumeurs avant le traitement. B. (Generali et al. 2006). La courbe de Kaplan-Meier montre les 

probabilités de survie sans rechute de 199 patientes traitées pour un cancer du sein en fonction de l’expression de 

la carbonique anhydrase IX (CAIX) avant le traitement (épirubicine ± tamoxifène). 

D’autres études cliniques ont montré que le taux de survie global après traitement des 

patients atteints d’un cancer était fortement diminué lorsque les tumeurs étaient hypoxiques 

(faible PO2 ou forte expression de la carbonique anhydrase IX). Dans une étude menée sur 89 

patientes traitées pour un cancer du col de l’utérus, il a été montré que l’hypoxie était associée 

à une diminution du taux de survie global des patientes. En effet, parmi les patientes dont la 

tumeur présentait une PO2 < 10 mmHg, le taux de survie n’était que de 40 % 36 mois après le 

traitement. En revanche, il approchait les 80% lorsque la tumeur présentait une PO2  ≥ 10 

mmHg (figure 15A) (Vaupel 2008). Dans une autre étude menée sur 427 femmes traitées pour 

un cancer du sein, le taux de survie global est également diminué pour les patientes dont la 

tumeur exprimait la carbonique anhydrase IX. Quatre ans après le traitement des patientes, ce 

taux était de 50% pour les patientes dont la tumeur exprimait la carbonique anhydrase IX. En 

revanche, il était de 80 % pour les femmes dont la tumeur n’exprimait pas ce marqueur de 

l’hypoxie (Tan et al. 2009) (figure 15B). 
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Figure 15 : L’hypoxie des tumeurs diminue la survie globale des patients. 

A. (D’après (Vaupel 2008)). La courbe de Kaplan-Meier présentée ici montre les probabilités de survie de 

patientes traitées pour un cancer du col de l’utérus. Les 2 groupes ont été comparés en fonction des valeurs de la 

pression partielle en oxygène des tumeurs mesurée avant le traitement. Les patientes dont la tumeur est 

hypoxique (PO2 < 10 mmHg) ont un taux de survie diminué par rapport aux patientes dont la PO2 ≥ 10 mmHg. 

B. (D’après (Tan et al. 2009)). La courbe de Kaplan-Meier montre les probabilités de survie de patientes traitées 

pour un cancer du sein en fonction de l’expression de la carbonique anhydrase IX (CAIX). Les patientes dont la 

tumeur est hypoxique (tumeur CAIX positive) ont un taux de survie diminué par rapport aux patientes dont la 

tumeur n’exprime par la CAIX. 

Ces études cliniques sous-entendent que l’hypoxie tumorale, facteur impliqué dans le 

risque de rechute et dans le pronostic vital, induit une résistance des tumeurs aux traitements. 

Il a été montré in vitro que l’hypoxie diminuait l’efficacité de plusieurs agents 

chimiothérapeutiques tels que le paclitaxel (Flamant et al. 2010), la vincristine (Hussein et al. 

2006) ou encore l’étoposide (Erler et al. 2004) envers différents types de cellules cancéreuses 

(mammaires, glioblastomes, de colon). 

Quels sont les mécanismes induits par l’hypoxie qui peuvent expliquer cette 

résistance ? 

2. Mécanismes induits par l’hypoxie impliqués dans la 

résistance des tumeurs 

L’hypoxie induit la résistance des tumeurs de manière directe : l’absence d’oxygène 

diminue l’activité de certains agents anticancéreux et de manière indirecte : on assiste à la 

mise en place de mécanismes d’adaptation des cellules tumorales à l’hypoxie. 
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Effets directs. L’efficacité de la radiothérapie et de certains agents 

chimiothérapeutiques (cyclophosphamides, anthracyclines), est dépendante de l’oxygène. En 

effet, leur mécanisme d’action implique la formation de radicaux libres à fort pouvoir 

oxydant. En condition d’hypoxie, la formation de ces radicaux libres ainsi que les lésions à 

l’ADN qu’ils induisent sont diminuées. De ce fait, une diminution de l’efficacité de ces 

thérapies est observée (Hockel and Vaupel 2001).  

Effets indirects : L’hypoxie induit l’activation de HIF-1α, facteur qui régule 

positivement l’expression de nombreux gènes (Dachs and Tozer 2000). La majorité de ces 

gènes codent pour des protéines impliquées dans la survie ou la mort cellulaire, la 

modification du métabolisme cellulaire, l’augmentation du transport de l’oxygène ou encore 

l’angiogenèse (Vaupel and Harrison 2004). Ces réponses à l’hypoxie, présentées dans la 

figure ci-dessous, participent à la survie des cellules tumorales, à la progression de la tumeur 

ainsi qu’à la résistance des tumeurs aux traitements anticancéreux (figure 16). 
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Figure 16 : Principales réponses des cellules tumorales induites par HIF-1α en condition d’hypoxie. 

(Vaupel and Harrison 2004). L’hypoxie entraîne la stabilisation du facteur HIF-1α. Ce facteur induit l’expression 

de nombreux gènes impliqués dans la réponse des cellules tumorales à l’hypoxie. Ces réponses sont une 

augmentation de l’approvisionnement en oxygène (synthèse d’érythropoïétine et de facteurs pro-angiogéniques 

tels que le VEGF ou les NO synthases), une induction de la survie (EGF, IGF-2, TGF) ou de la mort (P53) 

cellulaires, une adaptation du métabolisme tourné vers la glycolyse (GLUT1, enzymes glycolytiques, LDHA) 

avec une acidification du pH extracellulaire (CAIX, NHE1, MCT4) ou encore la formation de métastases (MMP, 

Urokinase). Abréviations : HIF (Hypoxia inducible factor), O2 (oxygène),VEGF (vascular endothelium growth 

factor), Ang-2 (angiopoïétine-2), PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes), EGF (Epidermal growth 

factor), IGF-2 (Insulin-like growth factor), TGF (transforming growth factor), GLUT-1 (transporteur du glucose 

1), LDHA (lactate déshydrogénase A), CAIX(carbonique anhydrase IX), NHE1 (échangeur sodium/proton), 

MMP (métalloprotéases). 

a. Augmentation de l’approvisionnement en oxygène 

HIF-1 permet la transcription de nombreux facteurs tels que l’érythropoïétine, et des 

facteurs pro-angiogéniques (VEGF, TGF-β, PDGF-B, NOS inductible et endothéliale, ANG-

2) (Heinzman et al. 2008). Ces facteurs permettent l’augmentation du transport de l’oxygène 

(synthèse d’hémoglobine) ainsi que la formation de nouveaux vaisseaux (voir chapitre 

vascularisation tumorale) afin d’alimenter les cellules tumorales en O2. Cependant, l’apport en 

O2 reste inadéquat du fait de la mauvaise qualité des néo-vaisseaux tumoraux (Hockel and 

Vaupel 2001). 
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b. Survie ou mort cellulaire 

Survie et prolifération : Plusieurs gènes cibles de HIF-1 sont des facteurs de 

croissance impliqués dans la prolifération. Il s’agit, entre autres, de l’IGF-2 (Insulin-like 

growth factor), de l’EGF et du TGFα. En se fixant à leur récepteur, ils activent les voies de 

signalisation PI3K/AKT et ERK ½ (MAPK). La voie ERK ½ (MAPK) envoie ses signaux 

vers le noyau où ses principaux substrats sont des facteurs de transcriptions qui permettent la 

synthèse de facteur impliqués dans la prolifération (dont la cycline D, impliquée dans le 

passage des cellules en phase S du cycle cellulaire). La voie PI3K/AKT est considérée 

comme une voie majeure de survie cellulaire puisqu’elle inhibe les activités pro-apoptotique 

de la protéine Bad et de la caspase-9 (Vara et al. 2004). Enfin, HIF-1 augmente l’expression 

de BNIP3 (membre de la famille de Bcl2) qui aboutit à l’autophagie des mitochondries, 

inhibant ainsi les voies apoptotiques (permettant la survie de la cellule en condition de stress) 

(Bellot et al. 2009). 

L’hypoxie permet également la survie et la prolifération des cellules de façon 

indépendante de HIF-1 puisqu’elle active d’autres facteurs de transcriptions comme NF-κB 

(Lee et al. 2007). Ce facteur est connu pour réguler un grand nombre de gènes impliqués dans 

la survie et la prolifération cellulaires tels que des gènes codant pour : des cytokines 

(Interleukines, TNF-α), des protéines anti-apoptotiques et certaines cyclines (i.e. cycline D). 

NF-kB permet également l’activation du gène MDR-1 (multidrug resistant-1) impliqué dans 

la résistance des cellules tumorales à la chimiothérapie (Lee et al. 2007). 

L’hypoxie est connue pour induire l’apoptose des cellules en diminuant l’expression 

de Bcl-2 ou en activant le gène de laP53. Cependant, un grand nombre de cellules tumorales 

possèdent un gène de la P53 muté. L’hypoxie entraîne alors la sélection de ces cellules 

tumorales, promouvant ainsi leur survie et leur prolifération (Semenza 2000). Cette résistance 

à l’apoptose est un des mécanismes pouvant expliquer la diminution de l’efficacité de 

certains agents chimiothérapeutiques tels que les agents alkylants (cisplatine) ou encore les 

anthracyclines (doxorubicine) qui agissent en induisant la mort des cellules tumorales par 

cytotoxicité (Anthoney et al. 1996). 

Enfin, une hypoxie sévère induit un arrêt du cycle cellulaire (arrêt des cellules en 

phase G1/S) (Vaupel and Harrison 2004) Les cellules tumorales stoppent leur prolifération et 

la tumeur devient réfractaire à la chimiothérapie puisque la majorité des molécules 
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chimiothérapeutiques exercent leur action cytotoxique sur des cellules en prolifération (en 

phase S ou M). 

c. Induction de la formation de métastases. 

Via les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les cellules tumorales ont l’opportunité 

d’échapper à l’environnement hostile de la tumeur primaire et d’aller coloniser les tissus 

sains. Il a été montré in vitro qu’un faible % d’O2 augmentait l’invasion des cellules 

tumorales (Subarsky and Hill 2008). En effet, l’hypoxie diminue l’expression de molécules 

d’adhésions (telles que la protéine de jonction cellulaire : E-Cadhérine), permettant aux 

cellules tumorales de se détacher les unes des autres (Brahimi-Horn et al. 2007). L’expression 

de métalloprotéases (telles que MMP-2) et de sérine protéases telle que l’urokinase (clive le 

plasminogène en une enzyme responsable la lyse de la fibrine, la plasmine) sont augmentées 

par HIF-1 et permettent la dégradation de la matrice extracellulaire, mécanisme nécessaire à 

l’invasion tissulaire des cellules tumorales (Erler et al. 2006) (Sullivan and Graham 2007) 

(Vaupel 2004b). 

d. Adaptation du métabolisme : effet de Warburg 

A l’inverse des cellules normales, le métabolisme des cellules tumorales est tourné 

vers la glycolyse (effet Warburg) avec une synthèse importante de lactate. En condition de 

normoxie, les cellules génèrent de l’ATP via la phosphorylation oxydative (formation d’ATP 

par oxydation complète du glucose via le cycle de Krebs au niveau des mitochondries). 

L’environnement tumoral est caractérisé par un apport limité en O2 et une forte consommation 

de glucose. La génération d’énergie par la glycolyse anaérobie devient la voie prédominante 

de synthèse d’ATP (Vaupel 2004b). La quantité d’ATP formée au cours de la glycolyse (2 

ATP par molécule de glucose) est beaucoup moins importante en comparaison avec la 

phosphorylation oxydative (38 ATP par molécules de glucose) (Semenza 2008). Cette 

reprogrammation du métabolisme énergétique est régulée par l’hypoxie puisque HIF-1 induit 

l’expression de plusieurs protéines directement liées à la glycolyse (Semenza 2000) (Clottes 

2005) : les transporteurs de glucose (dont GLUT1, qui facilite le transport du glucose dans 

les cellules), les enzymes glycolytiques (telles que l’aldolase-A et la phosphoglycérate 

kinase-1, qui permettent la conversion du glucose en pyruvate), les hexokinases (augmentent 

la capacité des cellules à cataboliser le glucose), la lactate déshydrogénase-A (LDHA, 
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convertit le pyruvate en lactate) et la pyruvate déshydrogénase kinase-1 (PDK1, inactive les 

enzymes responsables de la conversion du pyruvate en acetyl-CoA se déroulant au niveau des 

mitochondries lors du cycle de Krebs). 

L’activité métabolique particulière des cellules tumorales affecte le pH des tumeurs. 

Après la glycolyse, la conversion du pyruvate par la lactate déshydrogénase-A aboutit à la 

formation de lactate et de protons H
+
 (figure 17). Théoriquement, l’accumulation de protons 

H
+
 devrait diminuer le pH intracellulaire. Or, on assiste à une diminution du pH 

extracellulaire (6,5 <pH<7,0) alors que le pH intracellulaire reste aux alentours de 7,2. Ceci 

met en évidence des mécanismes de régulation du pH intracellulaire par les cellules 

tumorales. Cette régulation (figure 17) résulte de l’exclusion des protons H
+
 hors de la cellule 

par des pompes ATPase à H
+
, par l’échangeur sodium/protons NHE1 et par le cotransporteur 

MCT-4 (sortie de H
+
 et du lactate) (Brahimi-Horn et al. 2007). L’expression de la carbonique 

anhydrase IX (isoforme transmembranaire de l’enzyme anhydrase carbonique) et son 

activation sont également impliquées dans l’acidification du pH extracellulaire. Dans la 

cellule, l’acide carbonique (formé à partir de H
+
 et HCO3

-
) aboutit à la formation de CO2 et 

H20. Le CO2 diffuse librement au travers de la membrane cellulaire. Il va ensuite être 

réhydraté grâce à la carbonique anhydrase IX résultant en l’acidification du pH extracellulaire 

par la formation d’H
+
 et de HCO3

-
. Ce dernier peut-être réintégré dans la cellule par 

l’intermédiaire du cotransporteur Na
+
/HCO3

-
 (NCB). Ce recyclage contribue à l’élimination 

des H
+
 présents dans la cellule (Swietach et al. 2007). 

Cette régulation du pH est une stratégie pour la survie cellulaire puisque un pH 

intracellulaire acide aboutit à l’apoptose des cellules (Parks et al. 1999). Elle permet 

également l’invasion des cellules tumorales. En effet, les protéases responsables de la 

digestion de la matrice extracellulaire sont activées par une acidification du pH extracellulaire 

(Harris 2002). L’acidose extracellulaire joue aussi un rôle dans la résistance 

« multidrogue » des tumeurs via une augmentation de l’activité de la glycoprotéine-P (P-gp) 

au niveau des cellules cancéreuses in vitro (Thews et al. 2006) (Lotz et al. 2007) et in vivo 

(Thews et al. 2011) (Sauvant et al. 2008). 
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Figure 17 : Régulation du pH dans la cellule tumorale hypoxique. 

En condition d’hypoxie, l’induction de protéines (GLUT1) et d’enzymes glycolytiques (LDHA) par HIF-1 

modifie le métabolisme des cellules cancéreuses au profit de la glycolyse (effet de Warburg). La glycolyse 

transforme le glucose en pyruvate (enzymes glycolytiques). Le pyruvate est ensuite convertit en lactate et en H
+
 

par la LDHA (lactate déshydrogénase-A) en grande quantité. Les H
+
 doivent être acheminés hors de la cellule 

cancéreuse afin que son pH intracellulaire reste stable (pHi ≈ 7,2). Cette régulation, résultant en l’acidification 

du pH extracellulaire (pHe : 6,5 – 7,0), peut se faire grâce à l’activation de NHE1, MCT-4 et de la CA-IX (rôle 

CAIX : réhydratation de CO2, qui libère les protons H
+
 dans le milieu extracellulaire). 
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B. Pression interstitielle tumorale. 

1. Elévation de la pression interstitielle (PI) dans les tumeurs. 

La majorité des tumeurs animales et humaines présentent une pression interstitielle 

élevée (Gullino et al. 1964; Less et al. 1992). Le tableau V présente les valeurs de pression 

interstitielle obtenues dans différentes tumeurs humaines. A l’inverse des tissus sains, où la 

pression interstitielle est aux alentours de 0 mm Hg (0,4 et 0 mm Hg pour la peau et le sein 

respectivement), la pression interstitielle moyenne de différentes tumeurs varient entre 4,5 

mm Hg (lymphomes), 24 mm Hg (carcinome mammaire) et 38 mm Hg (carcinome de rein). 

Cependant, les valeurs de pression interstitielle de chaque type de tumeurs sont très 

hétérogènes entre les patients. Par exemple, pour le cancer du sein les valeurs vont de 4 à 53 

mm Hg (Jain et al. 2007). 

 

Tableau V : Pression interstitielle (mm Hg) mesurée au niveau de tissus sains et de plusieurs types de 

tumeurs humaines. 

D’après (Jain et al. 2007). 

Les facteurs qui influencent la pression interstitielle sont complexes et les causes de 

son élévation sont multifactorielles. L’absence de vaisseaux lymphatiques, la perméabilité 

accrue des vaisseaux sanguins et le stroma tumoral apparaissent comme trois facteurs du 

microenvironnement majoritairement responsables de l’augmentation de la pression 
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interstitielle (voir chapitre « vascularisation tumorale »). Il existe probablement de grande 

variabilité entre individu pour chacun de ces paramètres, ce qui contribue à l’hétérogénéité 

des valeurs de la pression interstitielle chez l’humain (Tableau V) et dans les modèles 

animaux. Par exemple, une étude menée in vivo chez la souris a montré que des tumeurs 

formées à partir de la même lignée de cellules mais implantées différemment (xénogreffe ou 

orthotopique) sur des sites différents présentaient des valeurs de PI différentes (Lunt et al. 

2008). Des résultats similaires ont été obtenus dans une autre étude où il est apparu que la 

pression interstitielle de tumeurs humaines xénogréffées chez la souris était plus faible que 

celle mesurée dans les modèles syngéniques chez le rat. Les auteurs de cette étude ont 

supposé que cette différence était due à un réseau vasculaire différent avec une perméabilité 

vasculaire et un volume sanguin tumoraux plus élevés dans les tumeurs syngéniques. (Ferretti 

et al. 2009) 

Ces deux études montrent l’importance du microenvironnement sur l’élévation de la pression 

interstitielle tumorale. 

Malgré ces différences inter-tumeurs, les valeurs de pression interstitielle apparaissent 

homogènes au sein d’une même tumeur excepté à sa périphérie. La figure 18 montre le profil 

de la pression interstitielle en fonction de la distance (mm) par rapport à la surface tumorale. 

A partir de 0,5 mm de profondeur jusqu’à la surface, la pression interstitielle diminue très 

rapidement pour atteindre des valeurs proches de la normale (entre 0 et 4 mm Hg) (Jain and 

Stylianopoulos 2010). 

 

Figure 18 : Evolution de la pression interstitielle en fonction de la profondeur par rapport à la surface. 

D’après (Jain and Stylianopoulos 2010). La pression interstitielle (PI) est homogène dans la tumeur sauf au 

niveau de sa périphérie (de la surface à 0,5 mm de profondeur) où l’on assiste à une rapide diminution de la PI.  
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2. Conséquences d’une pression interstitielle tumorale élevée. 

L’élévation de la pression interstitielle dans différents types de tumeurs a été associée 

à la résistance des tumeurs aux traitements. Deux études ont suivi l’évolution de la pression 

interstitielle tumorale de patients traités pour un cancer du col de l’utérus (par radiothérapie) 

(Roh et al. 1991) ou pour un mélanome (par immunothérapie) (Curti et al. 1993). Dans ces 2 

études, lorsque les tumeurs n’ont pas répondu au traitement, une élévation de la pression 

interstitielle (entre 8 et 30 mm Hg) après traitement a été observée. Par ailleurs, la régression 

des tumeurs des patientes de l’étude de Roh et al. est associée à une forte diminution de la 

pression interstitielle (d’environ 13 mm Hg) (Roh et al. 1991). Dans l’étude menée par Curti 

et al. il a été observé que la pression interstitielle moyenne avant radiothérapie des patients 

non répondeurs était légèrement plus élevée que celle des patients répondeurs (24,4 mm Hg 

versus 12,2mmHg). 

Cette tendance a été confirmée chez des patientes atteintes d’un cancer du col de 

l’utérus (Milosevic et al. 2001). Dans cette étude, les auteurs ont d’abord mis en évidence que 

les valeurs basales de la pression interstitielle (mesurées au diagnostic) n’étaient pas 

dépendantes de la taille des tumeurs au moment du diagnostic puisqu’aucune corrélation n’a 

été trouvée entre ces deux paramètres. En revanche, ils ont montré que ces valeurs de 

pression interstitielle basales étaient prédictives de la réponse des tumeurs à la 

radiothérapie. En effet comme le montre la figure 19, 68 % des femmes ont fait une rechute 

ou sont décédées lorsque la pression interstitielle tumorale basale était supérieure à 19 mm 

Hg, Ce pourcentage est nettement plus faible (34%) chez les femmes dont la pression 

interstitielle tumorale basale était inférieure à 19 mm Hg. De plus, cette étude a mis en 

évidence qu’une pression interstitielle basale élevée augmentait significativement le risque de 

rechute sous forme de métastases. En effet, 3 ans après la radiothérapie, des métastases 

ganglionnaires ont été détectées chez 47 % des femmes dont la tumeur présentait une pression 

interstitielle supérieure à 19 mm Hg contre seulement 13% pour les autres femmes (Milosevic 

et al. 2001). 
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Figure 19 : Survie des patientes traitées pour un cancer du col de l’utérus en fonction des valeurs de 

pression interstitielle. 

D’après (Milosevic et al. 2001). Les patientes traitées par radiothérapie ont été séparées en deux groupes en 

fonction des valeurs de PI mesurées avant le début du traitement. DFS = disease free survival exprimé en 

fonction du temps observé avant la rechute ou le décès des patientes. 

Une mauvaise oxygénation tumorale et une pression interstitielle élevée ont été 

associées de manière individuelle à la résistance des tumeurs aux traitements (risque de 

rechute élevé, diminution de la survie globale). La question est de savoir si la pression 

interstitielle tumorale est toujours associée à l’oxygénation de la tumeur. Lors d’une étude 

clinique menée chez des femmes ayant un cancer du sein, l’administration de paclitaxel 

entraîne une diminution de la pression interstitielle et une augmentation de l’oxygénation de 

la tumeur. Cependant aucune corrélation n’été observée entre l’évolution de ces deux 

paramètres (Taghian et al. 2005). Cette absence de corrélation a également été observée dans 

deux modèles de tumeurs (mammaires et du col de l’utérus) chez le rongeur (Lunt et al. 

2008). Milosevic et al. ont également mesuré la pression partielle en oxygène et déterminé le 

niveau d’expression de la carbonique anhydrase IX simultanément à la mesure de la pression 

interstitielle. Aucune corrélation n’a été trouvée entre la pression interstitielle et la PO2 ou le 

niveau d’expression de la carbonique anhydrase IX. De plus, lors d’une analyse à plusieurs 

variables qui détermine le risque de rechute ou de décès en fonction de la pression 

interstitielle et de la PO2, il semblerait que la pression interstitielle soit un facteur pronostic 

indépendant de l’oxygénation de la tumeur (Milosevic et al. 2004). 
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D’après ces études, il semble que la pression interstitielle soit un meilleur indicateur de la 

réponse tumorale. Ainsi, la pression interstitielle peut apporter une information clinique et 

biologique essentielle sur la survie des patients et la réponse des tumeurs aux traitements. 

La pression interstitielle tumorale : une barrière à la distribution de l’agent 

anticancéreux. 

La résistance des tumeurs aux traitements anticancéreux peut être attribuée au fait que 

la pression interstitielle élevée agit comme une véritable barrière à la distribution des agents 

chimiothérapeutiques (Heldin et al. 2004). C’est à la fin des 80 que l’équipe de Jain et al. a 

montré que la pression interstitielle tumorale élevée provoquait une mauvaise distribution des 

anticorps monoclonaux et d’autres macromolécules au sein de la tumeur (Jain and Baxter 

1988). Une forte pression interstitielle s’oppose donc à la distribution de macromolécules qui 

sont généralement transportées par convection. Cependant, elle s’oppose aussi au transport 

des molécules de petit poids moléculaire transportées par diffusion. Ce rôle de la pression 

interstitielle dans le transport des molécules au sein de la tumeur a été mis en évidence in vivo 

dans différents modèles de tumeurs. La diminution de la pression interstitielle par l’utilisation 

de la collagénase (détruisant le réseau de fibres de collagène du stroma) augmente de deux 

fois le captage d’un anticorps monoclonal (Eikenes et al. 2004) et de 50 % celui du 5-

fluorouracil (5-FU) (Gade et al. 2009). Des résultats similaires ont été obtenus dans des 

modèles de tumeurs colorectales et de la thyroïde chez la souris. Dans ces deux études, 

l’utilisation d’inhibiteurs du VEGF ou du récepteur au PDGF aboutissent respectivement à 

l’augmentation de la distribution des anticancéreux CPT-11 (suivi par fluorescence) (Wildiers 

et al. 2003) et du taxol de plus de 4 fois (suivi par radioactivité du [
3
H]-Taxol) (Pietras et al. 

2002). La diminution de la pression interstitielle restaure les gradients de pression autour des 

vaisseaux expliquant la meilleure distribution des molécules au sein de la tumeur (Jain and 

Stylianopoulos 2010; Tong et al. 2004). 
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La diminution de la pression interstitielle est un marqueur précoce de la réponse des 

tumeurs à la chimiothérapie. 

Une étude récente a montré que la pression interstitielle de différents modèles 

tumoraux (xénogreffes ou modèles syngéniques) était diminuée par plusieurs molécules telles 

que Patupilone, Vatanalib et Gemcitabine (Ferretti et al. 2009). Cette diminution de la 

pression interstitielle a été corrélée à la régression tumorale en réponse au Patupilone ou au 

Vatanalib. Ces résultats indiquent que la diminution de la pression interstitielle est un 

marqueur précoce de la réponse tumorale. De plus, après la chimiothérapie, la diminution de 

la pression interstitielle est corrélée à la diminution du volume sanguin tumoral, mettant en 

évidence la relation entre la modulation de la vascularisation tumorale et les changements de 

la pression interstitielle (Ferretti et al. 2009). 

Augmentation du potentiel métastatique des tumeurs. 

Les données concernant l’existence d’une corrélation entre la pression interstitielle 

élevée et la formation de métastases sont controversées. Une étude in vivo a montré qu’une 

pression interstitielle tumorale élevée était associée au développement de métastases 

ganglionnaires et pulmonaires dans un modèle de mélanomes humains xénogréffés chez la 

souris (Rofstad et al. 2002). Cette étude s’oppose à plusieurs autres études in vivo où aucune 

corrélation n’a été observée entre ces deux paramètres (Lunt et al. 2008) (Padera et al. 2002) 

(Jain et al. 2007). Dans l’étude de Milosevic et al., au moment du diagnostic, aucune 

corrélation n’a été trouvée entre la pression interstitielle basale et le statut métastatique des 

patientes. Cependant, dans cette même étude les patientes présentent un risque plus important 

de rechute sous forme de métastases ganglionnaires lorsque la pression interstitielle basale de 

leur tumeur est élevée (Milosevic et al. 2001). Ces données contradictoires indiquent qu’un 

rôle de la pression interstitielle dans la formation de métastase n’est pas exclu, mais il reste à 

être éclairci. Jain et ses collaborateurs ont émis l’hypothèse que le gradient de pression entre 

la surface et le centre de la tumeur participerait à la dissémination des cellules tumorales 

métastatiques. La figure 20 schématise cette hypothèse. Ce gradient de pression interstitielle 

entraînerait la sortie dans l’espace péritumoral de fluides tumoraux contenant des facteurs de 

croissance et des cellules tumorales (Jain and Stylianopoulos 2010). Ces fluides sont drainés 

par des vaisseaux lymphatiques hyperplasiques présents à la périphérie de la tumeur, facilitant 
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l’envahissement ganglionnaire et par conséquent, la formation de métastases au niveau des 

tissus sains (Dadiani et al. 2006). 

 

Figure 20 : Schéma hypothétique de l’implication de la pression interstitielle élevée dans la formation de 

métastases. 

D’après (Jain and Stylianopoulos 2010). Le gradient de pression interstitielle provoqué par la rapide diminution 

de la PI à la surface tumorale entraîne la sortie de fluides, contenant facteurs de croissance et cellules tumorales, 

qui seraient collectés par les vaisseaux lymphatiques périphériques à la tumeur, favorisant ainsi la dissémination 

des cellules métastastatiques. 

3. Stratégies moléculaires pour diminuer la pression 

interstitielle 

Le fait qu’une pression interstitielle tumorale élevée agisse comme une barrière à la 

distribution des agents anticancéreux au sein de la tumeur en fait une cible importante pour les 

stratégies visant à améliorer les traitements. Plusieurs types de molécules très différentes 

ciblant la vascularisation tumorale (ex : molécules anti-VEGF et anti-VEGFR), le stroma 

tumoral (ex : anti-PDGF, collagénase), les cellules tumorales (agents anticancéreux) ou encore 

la perméabilité vasculaire (dexaméthasone) sont capables de diminuer la pression 

interstitielle. Les principales études précliniques portant sur l’effet de ces molécules, leur 

mode d’action et leur conséquence sur la tumeur sont présentées dans le tableau VI. Ces 

molécules, telles que le bevacizumab (anticorps anti-VEGF) et l’imatinib (anticorps anti-

VEGFR), ciblent la vascularisation et le stroma tumoral dans différents types de tumeurs 

(modèles de tumeurs mammaires, du colon, du poumon…) et ont pour conséquence majeure 

l’augmentation de l’efficacité des agents anticancéreux. Certains agents anticancéreux sont 

également capables d’induire une diminution de la pression interstitielle avant même 
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d’induire une régression tumorale (Ferretti et al. 2009). En clinique, le bevacizumab et le 

paclitaxel diminuent la pression interstitielle de tumeurs rectale et du sein de 75% et de 36% 

respectivement. Dans l’étude menée par Taghian et al. les patientes atteintes d’un cancer du 

sein ont été séparées en deux groupes et ont reçu une chimiothérapie néoadjuvante 

séquentielle. Le premier groupe a d’abord reçu de la doxorubicine puis du paclitaxel. Pour le 

deuxième groupe, le paclitaxel a été administré avant la doxorubicine. Administré en premier 

le paclitaxel induit une diminution significative de la pression interstitielle de 36%. La 

doxorubicine n’a aucun effet significatif sur ce paramètre. A la fin de la chimiothérapie 

néoadjuvante, la pression interstitielle est diminuée de 39% pour les patientes du deuxième 

groupe (paclitaxel puis doxorubicine) alors qu’elle ne diminue que de 8% pour les patientes 

du premier groupe (doxorubicine puis paclitaxel). Cette différence est indépendante de la 

taille de la tumeur puisque la diminution du volume tumoral observé après la chimiothérapie 

néoadjuvante n’est pas significativement différente entre les deux groupes de patientes 

(Taghian et al. 2005). Enfin, l’étude clinique de phase I de Willett GC et al. a montré que 12 

jours après l’injection du bevacizumab, la pression interstitielle tumorale était diminuée de 

75% chez des patients atteint d’un cancer du rectum. Cette diminution est en adéquation avec 

l’étude préclinique de Lee CG et al. (Lee et al. 2000) et est accompagnée d’une diminution de 

volume et de la densité vasculaires ainsi que d’une augmentation du recouvrement des 

vaisseaux par les péricytes avant le début de la chimiothérapie (Willett et al. 2004). 
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Tableau VI : Stratégies moléculaires pour diminuer la pression interstitielle tumorale. 
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C. Le microenvironnement tumoral : une cible thérapeutique 

pour améliorer les traitements anticancéreux ? 

Le microenvironnement (vascularisation et stroma) d’une tumeur est anormal et 

contribue grandement au phénotype agressif et à la résistance de la tumeur aux traitements. 

Pour ces raisons, les stratégies visant à réguler ce microenvironnement sont en plein essor et 

permettraient d’améliorer la réponse des tumeurs aux traitements. 

1. Stratégie de régulation de la vascularisation tumorale. 

Pour croitre, une tumeur a besoin d'induire la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins qui lui apporteront l'oxygène et les éléments nutritifs indispensables à son 

développement. De cette constatation, Judah Folkman a émis l’hypothèse que la destruction 

des vaisseaux entraînerait la régression de la tumeur (Folkman 1971). Cette idée a marqué le 

début de la recherche dans le développement des traitements anti-angiogéniques dont les 

premières molécules sont apparues dès le début des années 80 (Folkman 2007). L’hypothèse 

émise par Folkman a été confirmée lors d’une étude préclinique où le blocage du VEGF par 

anticorps spécifique (A4.6.1) diminuait significativement la densité vasculaire et la taille de 

tumeurs humaines (sarcomes des tissus mous et glioblastomes) xénogréffées chez la souris 

(Kim et al. 1993). Cependant, les effets des anti-VEGF en pré-traitement des tumeurs solides 

chez l’homme ont eu des résultats décevants et n’ont pas montré d’amélioration de la survie 

globale des patients (Goel et al. 2011). 

En revanche, au cours d’une étude clinique de phase III, il a été montré que la 

combinaison d’un anti-VEGF (bevacizumab) avec une chimiothérapie de première ligne 

(irinotecan, 5-fluorouracil, leucovorin) chez des patients atteints d’un cancer colorectal 

métastatique augmente le taux de réponse des patients à la chimiothérapie (Hurwitz et al. 

2004). Ceci est cependant paradoxal. La destruction des vaisseaux sanguins tumoraux par les 

anti-angiogéniques pourrait sérieusement compromettre la distribution de l’oxygène et des 

agents anticancéreux au sein de la tumeur, et de ce fait diminuer l’efficacité de la 

chimiothérapie et de la radiothérapie. Les traitements anti-angiogéniques pourraient induire 

l’hypoxie, aggraver la progression des tumeurs et les rendre réfractaires aux traitements. 
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La compréhension de ce paradoxe date d’une dizaine d’années notamment grâce à 

l’hypothèse de la « normalisation » de la vascularisation. Ce concept, proposé par Jain et al. 

(Jain 2001; Jain 2005), se base sur les résultats d’études précliniques où l’association de 

thérapies anti-angiogéniques à la chimiothérapie ou à la radiothérapie améliore l’efficacité de 

ces traitements (Browder et al. 2000; Klement et al. 2000; Kozin et al. 2001). La figure 21 

schématise ce concept de normalisation. Comme nous l’avons vu précédemment, les 

vaisseaux sanguins tumoraux sont différents des vaisseaux normaux ce qui aboutit à une 

élévation de la pression interstitielle, à l’hypoxie et à un pH extracellulaire acide. La 

normalisation de la vascularisation observée après les thérapies anti-VEGF consiste en la 

destruction des capillaires les plus immatures et une modification de l’architecture des 

vaisseaux restants (Figure 21A). Cela aboutit à une homogénéisation du flux sanguin dans les 

différentes régions de la tumeur. On assiste également à un remodelage de la structure des 

vaisseaux (figure 21B), c’est à dire une amélioration des connections des cellules 

endothéliales entre elles et un meilleur recouvrement des vaisseaux par les péricytes. Les 

vaisseaux sont moins perméables, ce qui résulte en une diminution de la pression interstitielle. 

Ces changements ont également pour conséquences une meilleure oxygénation de la tumeur 

et une diminution de l’acidose extracellulaire. 
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Figure 21 : Normalisation de la vascularisation et du microenvironnement de la tumeur. 

(D’après (Fukumura and Jain 2007)). A. Organisation du réseau vasculaire en situation physiologique et dans 

une tumeur. La vascularisation tumorale est anormale structuralement et fonctionnellement. Des stratégies anti-

angiogénique sont capables de restaurer les fonctions et la structure des vaisseaux. Cet effet correspond à la 

normalisation de la vascularisation. B. Structure des vaisseaux en conditions normale, tumorale et normalisée 

avec en rouge : les cellules endothéliales, en vert : les péricytes et en bleu la membrane basale. C. Paramètres du 

microenvironnement tumoral (pression microvasculaire et interstitielle, normoxie ou hypoxie, acidose 

extracellulaire) dans les 3 situations possibles. Abréviations, MVP = pression microvasculaire ; PI = pression 

interstitielle ; pHe = pH extracellulaire. 

a. Régulation de la vascularisation par les anti-VEGF. 

Il existe différents inhibiteurs pharmacologiques du VEGF (Ferrara and Kerbel 2005). 

Ces molécules incluent des anticorps anti-VEGF tels que A4.6.1 (anticorps murin dirigé 

contre le VEGF, précurseur du bevacizumab), le bevacizumab (anticorps humanisé dirigé 

contre toutes les isoformes humaines du VEGF-A) ou l’aflibercept (VEGF-Trap, récepteur 

soluble humanisé provenant de la fusion de deux domaines de VEGFR-1 et VEGFR-2, qui 

bloque le VEGF). On retrouve aussi des inhibiteurs des récepteurs au VEGF, tels que le 

DC101 (anticorps monoclonal dirigé contre le VEGFR-2 murin) ou des inhibiteurs de 

récepteurs à tyrosine kinase tels que le sorafenib, le sunitinib, le pazopanib et le vandetanib. 

Ces inhibiteurs de tyrosine kinase ne sont cependant pas spécifiques des récepteurs au VEGF 

et peuvent cibler d’autres récepteurs à tyrosine kinase (tels que PDGFR).  
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Plusieurs études précliniques ont mis en évidence que l’inhibition du VEGF et de sa 

signalisation aboutissait à la normalisation des vaisseaux sanguins tumoraux dans plusieurs 

modèles tumoraux chez le rongeur (tumeurs mammaires, du colon, des poumons, modèles de 

gliomes). Les vaisseaux sanguins tumoraux sont moins dilatés, moins tortueux, moins 

perméables et plus matures (meilleur recouvrement des vaisseaux par les péricytes) (Tong et 

al. 2004) (Winkler et al. 2004). Une diminution de la pression interstitielle (Lee et al. 2000; 

Tong et al. 2004), et par conséquent un meilleur captage de molécules anticancéreuses 

(Dickson et al. 2007; Wildiers et al. 2003), entraînent une régression tumorale plus 

importante. La normalisation de la vascularisation par les anti-VEGF aboutit également à une 

meilleure oxygénation de la tumeur augmentant ainsi l’efficacité de la radiothérapie (Winkler 

et al. 2004) (Lee et al. 2000) (McGee et al. 2010). Cependant, les effets des traitements anti-

VEGF ne sont que transitoires et n’interviennent qu’au cours d’une fenêtre dite « fenêtre de 

normalisation » (figure 22). C’est pendant cette période que les traitements par chimiothérapie 

ou par radiothérapie sont les plus efficaces (Jain et al. 2007) (Winkler et al. 2004). En dehors 

de cette fenêtre, un prolongement de la thérapie anti-angiogénique aboutit à une régression 

trop importante des vaisseaux sanguins (figure 22) (Goel et al. 2011). Cette régression peut 

avoir des conséquences néfastes sur l’efficacité de ces thérapies. En effet, les tumeurs se 

retrouvent à nouveau en condition d’hypoxie avec la synthèse d’autres facteurs pro-

angiogéniques et/ou le recrutement de progéniteurs endothéliaux entraînant une sélection de 

clones résistants aux thérapies anticancéreuses (Bergers and Hanahan 2008). 
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Figure 22 : Définition d’une fenêtre de normalisation après traitement anti-VEGFR-2. 

D’après (Winkler et al. 2004). Dans un modèle de gliome humain xénogréffé chez la souris, la normalisation des 

vaisseaux par l’utilisation du DC101 (anti VEGFR-2) intervient quelques jours après le début du traitement. 

Cette période est caractérisée par une diminution de la densité et du diamètre des vaisseaux. On assiste à une 

augmentation du recouvrement des vaisseaux par les péricytes et à une diminution de l’épaisseur de la membrane 

basale. C’est au cours de cette fenêtre de normalisation que la réponse à la radiothérapie est optimisée. 

Cependant, la période de normalisation est transitoire. Un prolongement des thérapies anti-angiogéniques aboutit 

à une régression trop importante des vaisseaux sanguins, à une structure vasculaire similaire à celle d’avant 

traitement (mauvais recouvrement en péricytes, anomalies de la lame basale) et à une diminution de l’efficacité 

de la radiothérapie. 

En 2004, la FDA (Food and Drug Administration) approuve l’utilisation du 

bevacizumab en clinique pour le traitement du cancer colorectal en se basant sur les résultats 

de l’étude clinique de phase III au cours de laquelle, le bevacizumab associé à une 

chimiothérapie de première ligne (irinotecan, 5-fluorouracil, leucovorin) chez des patients 

atteints d’un cancer colorectal métastatique, augmente la survie sans rechute (44%) et la durée 

globale de survie des patients (23%) (Hurwitz et al. 2004). Dans une récente revue, Crawford 

et Ferrara ont recensé les différents essais cliniques portant sur les bénéfices des thérapies 

anti-VEGF associées à la chimiothérapie dans différents types de cancers (Crawford and 

Ferrara 2009). Pour exemple, une étude clinique de phase III menée sur 722 femmes atteintes 

d’un cancer du sein métastatique a montré que l’association bevacizumab - paclitaxel 

prolonge la durée de survie sans rechute de ces femmes en comparaison de celles n’ayant reçu 

que du paclitaxel (11,8 mois versus 6,9). Cependant le taux de survie globale est similaire 

dans les groupes (environ 26 mois) (Miller et al. 2007). 
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Les inhibiteurs de récepteurs à tyrosine kinase (sorafenib, sunitinib, pazopanib et 

vandetanib) ont également été approuvés par la FDA pour leur utilisation en clinique dans le 

traitement du cancer du rein et de la thyroïde métastatiques puisqu’ils stabilisent la maladie et 

augmentent la survie des patients (Carmeliet and Jain 2011b). 

b. Thérapie anti-angiogénique indirecte. 

La normalisation de la vascularisation tumorale peut également être obtenue comme 

une conséquence indirecte des thérapies anticancéreuses. Dans une modèle de tumeurs 

mammaires sur-exprimant HER-2 (récepteur de la famille des EGFR) chez la souris, l’effet de 

l’Hercéptine (anticorps neutralisant anti-HER-2) sur la vascularisation a été suivi par 

microscopie intravitale. Outre son action antiproliférative sur les cellules tumorales, 

l’Hercéptine diminue également le diamètre et la perméabilité des vaisseaux, effets en accord 

avec le concept de normalisation (Izumi et al. 2002). Une autre étude a montré que l’erlotinib 

(inhibiteur de tyrosine kinase des EGFR de 1
ère

 génération), associé à la chimiothérapie 

(cisplatine) ou la radiothérapie, améliore la réponse des tumeurs aux traitements (modèles de 

tumeurs du poumon et des voies aérodigestives supérieures chez la souris). Ces effets 

bénéfiques sont aussi associés à un remodelage du microenvironnement tumoral, notamment 

par la normalisation de la vascularisation puisqu’il a été observé une diminution de 

l’expression de HIF-1α et de VEGF, une diminution de la perméabilité vasculaire et une 

diminution de l’hypoxie (Cerniglia et al. 2009). 

L’inhibition d’une autre voie de signalisation impliquée dans le cancer peut affecter la 

vascularisation tumorale, la voie PI3K/AKT/mTOR. Cette voie présente une activité 

angiogénique puisqu’elle active la NO synthase endothéliale (eNOS) et par conséquent 

permet la synthèse de NO, puissant facteur pro-angiogénique. Dans un modèle de tumeurs 

mammaires chez le rat (modèle syngénique), Schnell et al. ont montré que l’inhibiteur 

pharmacologique de PI3K/mTOR (NVP-BEZ-235) diminue la perméabilité vasculaire (effet 

similaire à un inhibiteur de VEGFR) et la pression interstitielle et ce de manière indépendante 

à mTOR (un inhibiteur allostérique spécifique de mTOR est sans effet sur ces deux 

paramètres). De plus, cet effet anti-vasculaire est associé à une diminution de la 

phosphorylation de la eNOS ainsi qu’à un effet anti-tumoral (Schnell et al. 2008). 
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Enfin, certains agents chimiothérapeutiques tels que les taxanes ont été décrits pour 

avoir des propriétés anti-angiogéniques. Dans une étude préclinique, les taxanes diminuent la 

pression interstitielle tumorale dans un modèle de carcinome mammaire et dans un modèle de 

sarcome chez la souris (Griffon-Etienne et al. 1999). Cette diminution a été attribuée à une 

diminution de la densité des cellules tumorales. En effet, l’action apoptotique des taxanes sur 

les cellules tumorales aboutit à une décompression des vaisseaux tumoraux et par conséquent 

une diminution de la pression microvasculaire (Griffon-Etienne et al. 1999). Cet effet anti-

angiogénique a également été rapporté dans une étude clinique où le paclitaxel induit une 

diminution de la pression interstitielle et de l’hypoxie tumorales chez des patientes atteintes 

d’un cancer du sein (Taghian et al. 2005). Dans cette étude, ni la pression interstitielle ni 

l’hypoxie ne sont diminuées chez les patientes ayant reçu de la doxorubicine. 

2. Stratégie de régulation du stroma tumoral. 

Cibler le stroma tumoral apparaît également comme une stratégie pour améliorer les 

traitements anticancéreux. Comme nous l’avons vu dans la partie concernant la pression 

interstitielle, les molécules qui permettent une décontraction du stroma tumoral aboutissent à 

une diminution de la pression interstitielle et par conséquent une augmentation de l’efficacité 

des thérapeutiques (tableau VI). Ces molécules ciblent soient les fibroblastes, soit les 

composants de la matrice extracellulaire (Bouzin and Feron 2007). 

La diminution des interactions entre les fibroblastes et la matrice extracellulaire par 

une inhibition de PDGF (impliqué dans la contraction des fibroblastes et donc dans la 

contraction de la matrice extracellulaire) normalise le microenvironnement dans différents 

modèles de tumeurs humaines xénogréffées chez la souris. En effet, des inhibiteurs du 

récepteur au PDGF (tels que l’Imatinib / STI571) ou l’utilisation d’antagonistes au PDGF (se 

fixant de façon compétitive au PDGFR) diminuent la pression interstitielle et améliorent de ce 

fait la distribution et l’efficacité d’agents anticancéreux tels que le taxol, le 5-FU ou encore le 

Patupilone (Pietras et al. 2001; Pietras et al. 2002; Pietras et al. 2003; Vlahovic et al. 2006). 

 Par ailleurs, l’utilisation d’enzymes (collagénases et hyaluronidase) qui vont détruire 

des composants de la matrice extracellulaire aboutit à la diminution de la pression interstitielle 

(par décontraction de la matrice extracellulaire) et augmente ainsi le captage d’agents 

thérapeutiques tels des anticorps monoclonaux et le 5-FU via la restauration des gradients de 

pression autour des vaisseaux (Eikenes et al. 2004) (Gade et al. 2009). Enfin, l’amélioration 
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de l’efficacité de la chimiothérapie par la doxorubicine a également été montrée par le 

blocage du TGF-β. Ce blocage entraîne une diminution de la pression interstitielle et une 

diminution de la quantité de collagène présent dans le stroma (Salnikov et al. 2005) 

(Lammerts et al. 2002). 

3. Stratégie de régulation du réseau lymphatique. 

Les ganglions lymphatiques sont considérés comme un des sites majeurs de la 

formation de métastases. Les vaisseaux lymphatiques intratumoraux sont décrits comme non 

fonctionnels. Cependant, l’existence de vaisseaux lymphatiques hyperplasiques en périphérie 

de la tumeur apparaît associé à la formation de métastases ganglionnaires (Padera et al. 2002). 

Hoshida et al. ont montré in vivo que la surexpression du VEGF-C (ligand du VEGFR-3, 

récepteur exprimé à la surface des cellules endothéliales lymphatiques) induit l’hyperplasie 

des vaisseaux lymphatiques périphériques à la tumeur augmentant ainsi de près de 4 fois les 

métastases ganglionnaires (Hoshida et al. 2006). Dans le but de réguler le réseau lymphatique 

périphérique à la tumeur, les stratégies actuelles sont d’utiliser des anticorps neutralisant anti-

VEGFR3 et anti-VEGF-C et D (Holopainen et al. 2011). Les études précliniques portant sur 

ce sujet ont montré que l’inhibition de la voie de signalisation du VEGFR-3 diminue 

l’hyperplasie des vaisseaux lymphatiques (Hoshida et al. 2006) et diminue la formation de 

métastases lymphatiques de 50 à 70 % (Holopainen et al. 2011). 
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IV. Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (NO) 

Le NO, synthétisé par une famille d’enzymes appelée NO synthase (NOS neuronale 

ou nNOS, NOS inductible ou iNOS, NOS endothéliale ou eNOS), semble être impliqué dans 

de nombreuses pathologies humaines et notamment dans le cancer. En effet, dans un grand 

nombre de tumeurs, notamment dans le cancer du sein, le niveau d’expression et l’activité des 

NOS endothéliale et inductible sont augmentés en comparaison des tissus sains (Thomsen et 

al. 1995; Tschugguel et al. 1996). De plus, il a été montré que les tumeurs qui surexpriment la 

protéine eNOS sont souvent à un stade plus avancé que les tumeurs ne la surexprimant pas 

(Gatti et al. 2004). 

Le NO semble être impliqué dans l’initiation tumorale. En effet, par ses propriétés de 

radical libre, le NO et ses dérivés sont connus pour induire un stress oxydatif et nitrosatif 

résultant en un certain nombre de lésions de l’ADN (désamination, mutation par transition et / 

ou transversion d’acides nucléiques, alkylation et cassure des brins d’ADN) (Tamir and 

Tannenbaum 1996). Ces lésions peuvent conduire en une inactivation de certaines enzymes 

réparatrices de l’ADN, de la protéine P53 ou de certaines caspases (Dimmeler et al. 1997). 

Ces mutations ainsi que l’échappement des cellules à l’apoptose favorisent la sélection de 

clones, aboutissant à l’expansion de la nouvelle population de cellules (Fukumura et al. 2006). 

Le NO présente également un rôle dans la croissance tumorale. En effet, il stimule la 

prolifération des ces cellules tumorales in vitro puisque l’ajout de L-NAME (inhibiteur des 

NO synthases) diminue cette propriété (Ying and Hofseth 2007) (Shang et al. 2006). Ces 

résultats sont appuyés par des études in vivo, où dans des modèles cancéreux murins, 

l’inhibition de la iNOS et de la eNOS ralentit la croissance des tumeurs (Jadeski and Lala 

1999) (Yamaguchi et al. 2002). 

Enfin, plusieurs études ont corrélé positivement l’expression de la eNOS au niveau des 

vaisseaux tumoraux avec une augmentation de la vascularisation dans plusieurs types de 

tumeurs (Fukumura et al. 2006). Ces études ont montré que le rôle du NO dans la progression 

tumorale pouvait être lié à l’induction de l’angiogenèse tumorale. En effet, le NO est 

considéré comme le principal médiateur des effets pro-angiogénique du VEGF (Bouloumie et 
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al. 1999; Papapetropoulos et al. 1997). L’inhibition des NO synthases bloque l’activation des 

cellules endothéliales induite par le VEGF in vitro (Ziche and Morbidelli 2000) et diminue 

l’angiogenèse in vivo (Jadeski and Lala 1999). De plus, des tumeurs formées à partir de 

cellules transfectées par le gène iNOS ont une croissance plus rapide et présentent une 

vascularisation plus développée que les tumeurs témoins (Jenkins et al. 1995). Enfin, la eNOS 

tient une place prépondérante dans la vascularisation tumorale puisque l’induction de 

l’angiogenèse par le VEGF est diminuée chez des souris eNOS
-/-

 (Fukumura et al. 2001). 

Nous développerons à la fin de ce chapitre les mécanismes impliqués dans la 

promotion de l’angiogenèse tumorale par le NO. Cependant, la compréhension de ces 

mécanismes nécessite la compréhension du rôle du NO à un niveau physiologique. C’est 

pourquoi nous débutons ce chapitre avec le rôle physiologique de ce facteur ainsi que la 

régulation des enzymes qui le synthétisent. 

A. Rôles physiologiques du NO 

Le monoxyde d’azote (N=O) est un composé radicalaire soluble se présentant sous 

forme gazeuse connu pour réguler des réponses physiologiques telles que la vasodilatation 

(tonus vasculaire), l’angiogenèse (Kolluru et al. 2010) et la réponse immunitaire (Muntané 

and De la Mata 2010). Ce facteur est hautement diffusible au travers des membranes 

cellulaires et présente une demi-vie très courte (de quelques secondes à quelques minutes). Sa 

structure de radical libre lui confère la propriété de molécule très réactive avec d’autres 

radicaux libres, avec des complexes métalliques tels que les ions ferreux (Fe II) ou des 

complexes métalliques tels que le Fe-S, mais aussi avec l’O2 (Sennequier and Vadon-Le Goff 

1998). 

La voie de signalisation majoritairement stimulée par le NO est l’activation de la 

guanylate cyclase soluble (sGC). Cette enzyme catalyse la conversion de la guanosine 

triphosphate en guanosine monophosphate cyclique (cGMP) qui active la PKG (protéine 

kinase dépendante de cGMP) et les phosphodiestérases (Denninger and Marletta 1999). Au 

niveau vasculaire, le NO, en activant la PKG, entraîne une vasodilatation via la relaxation 

des cellules musculaires lisses. Il inhibe également l’agrégation et l’adhésion des plaquettes 

au niveau de l’endothélium, inhibant ainsi la prolifération des cellules musculaires lisses en 

diminuant leur exposition au PDGF (Vallance 2003). De plus, il permet également 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire de manière dépendante de la guanylate cyclase 
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soluble puisque l’inhibition de cette protéine réduit fortement la perméabilité vasculaire 

induite par le VEGF (Morbidelli et al. 2010). Le NO joue également un rôle critique dans 

l’angiogenèse induite par les facteurs pro-angiogéniques, et notamment en réponse au VEGF. 

En effet, le NO est impliqué dans l’induction de la prolifération en activant la voie ERK (qui 

requiert la cGMP) (Ridnour et al. 2005) et des phosphodiestérases (Favot et al. 2003). Il 

permet également la migration des cellules endothéliales en induisant l’expression de 

molécules d’adhésions telles que l’intégrine αvβ3 (Murohara et al. 1999). De plus, la capacité 

du NO à s-nitrosyler des protéines impliquées dans l’apoptose (telles que les caspases) 

promeut la survie cellulaire (Dimmeler and Zeiher 1999b). Enfin, la s-nitrosylation de 

protéines impliquées dans les jonctions cellulaires (telles que la β-caténine) induit la 

perméabilité vasculaire (Thibeault et al. 2010). Ces nitrosylations, qui aboutissent à une 

inhibition de l’activité de la molécule, contribue largement à l’action pro-angiogénique du NO 

(Forstermann and Sessa 2011). 

B. Biosynthèse du NO par les NO synthases. 

Lors de la synthèse de NO, les enzymes eNOS, iNOS et nNOS utilisent comme 

substrats la NADPH, l’O2 et la L-Arginine, et comme co-facteurs, le BH4 

(tetrahydrobiopterine, molécule impliquée dans les hydroxylations aromatiques), la FAD 

(flavine adénine dinucléotique), un hème (protoporphyrine IX de fer) ainsi que la FMN 

(flavine mononucléotide). Les NOS vont catalyser la réaction d’oxydation de la L-Arginine en 

Citrulline et en NO (Figure 23) : le substrat NADPH est oxydé par le domaine réductase des 

NOS après s’y être fixé. 2 électrons sont ainsi libérés et transitent via la FAD et la FMN 

jusqu’au domaine oxygénase où se trouvent les sites de fixation de BH4 et de l’hème (Fe III). 

Ce flux d’électrons est rendu possible par la fixation de la calmoduline (CaM) et par la 

fixation de la L-arginine au site actif des NOS. La L-arginine est alors hydroxylée en NOHA 

(Nω-hydroxyl-L-arginine) par l’hème grâce aux électrons provenant du NADPH et de l’O2. 

La NOHA est oxydée à son tour pour donner la citrulline et le NO. Ce dernier est capable de 

rétrocontrôle négatif puisqu’il va inhiber cette double oxydation en se fixant à l’atome de fer 

héminique (Sennequier and Vadon-Le Goff 1998). 
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Figure 23 : Biosynthèse du NO, réaction catalysée par les NOS. 

Modifié d’après (Sennequier and Vadon-Le Goff 1998). Après fixation de la calmoduline (CAM) et de la L-

arginine au site actif des NOS, 2 électrons libérés lors de l’oxydation de NADPH par le domaine réductase des 

NOS transitent via la FAD (flavine adénine dinucléotique) et la FMN (flavine mononucléotide) jusqu’au 

domaine oxygénase où se trouvent les sites de fixation de BH4 (tetrahydrobiopterine) et de l’hème (Fe III). La L-

arginine est alors hydroxylée en NOHA (Nω-hydroxyl-L-arginine) elle-même oxydée pour donner la citrulline et 

le NO. 

Structures des NOS. Les 3 isoformes sont hautement homologues et possèdent une 

structure dimérique commune. Chaque monomère contient un domaine réductase et un 

domaine oxygénase (figure 24). Au niveau structural, la iNOS est la plus petite des 3 

isoformes avec 1144 acides aminés. La eNOS, de taille intermédiaire (1202 acides aminés) et 

la nNOS, la plus grande (1429 acides aminés), possèdent en plus une boucle d’auto-inhibition 

(AI) insérée dans le domaine FMN (Daff 2010). Cette boucle interfère avec l’activation de la 

protéine en diminuant le transfert d’électron entre le domaine réductase et le domaine 

oxygénase (Nishida and Ortiz de Montellano 1999). La eNOS et la nNOS possèdent 

également une extension du domaine C-terminal (CT). La nNOS contient un domaine PDZ au 

niveau de l’extrémité N-Terminal qui lui permet d’interagir avec le domaine PDZ d’autres 

molécules, influençant ainsi sa localisation cellulaire et/ou son activité au niveau neuronal 

(Zhou and Zhu 2009). Les 3 isoformes sont activées par la fixation de la calmoduline. La 

liaison de cette protéine au niveau de la eNOS et de la nNOS est dépendante d’une 

concentration en calcium (Ca
2+

) intracellulaire élevée. A l’inverse, la calmoduline se fixe à la 

iNOS même en cas de faible concentration en Ca
2+

 intracellulaire. Cette différence s’explique 

par une différence au niveau des acides aminés du site de liaison à la calmoduline 

(Forstermann and Sessa 2011). Enfin, la eNOS et la nNOS ont une expression constitutive 

alors que l’expression basale de la iNOS est faible. Cette isoforme est fortement inductible. 
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Figure 24 : Différences et points communs des NOS. 

(D’après (Daff 2010)). Les monomères de chaque isoforme présentent un domaine oxygénase (site de fixation de 

l’hème et de BH4) et un domaine réductase (site de fixation de la calmoduline, du FMN, du FAD et du NADPH). 

La eNOS et nNOS contiennent boucle d’auto-inhibition (AI) et une extension du domaine C-terminal (CT). La 

nNOS contient en plus un domaine (PDZ). 

Localisation tissulaires et cellulaires des NOS. Le tableau VII récapitule les tissus et 

cellules où les NOS ont été localisées. 

 

Tableau VII : Localisation tissulaires et cellulaires des NOS. 

Modifié d’après (Sennequier and Vadon-Le Goff 1998). 
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La NOS endothéliale est principalement exprimée au niveau des cellules endothéliales 

vasculaires. Cependant, elle a également été détectée dans les myocytes cardiaques, les 

plaquettes, le rein et le cerveau. Au niveau cellulaire, la protéine eNOS a été localisée dans 3 

compartiments différents : l’appareil de Golgi, les membranes plasmiques (notamment au 

niveau des cavéoles) et le cytosol (Fleming and Busse 1999). Dans les cavéoles, elle interagit 

avec la cavéoline-1. Cette dernière est un inhibiteur de l’activation de la eNOS. Après une 

stimulation (stress mécanique, VEGF), la concentration en calcium est augmentée et ce 

dernier se fixe à la calmoduline. La calmoduline dissocie le complexe eNOS/cavéoline-1, 

aboutissant à l’activation de l’enzyme. 

La NOS inductible. L’expression de la iNOS n’est pas constitutive mais inductible par 

des facteurs pro-inflammatoires tels que l’INF-γ, le TNF-α, l’IL-1 (interleukine-1), les 

prostanoïdes ou encore par une endotoxine bactérienne, le LPS (lipopolysaccharide) 

(Fitzpatrick et al. 2008). Elle a d’abord été identifiée dans les macrophages, mais peut 

également être induite au niveau de plusieurs autres types cellulaires (tels que les 

lymphocytes, les hépatocytes, les cellules musculaires lisses, les plaquettes…). 

La NOS neuronale est exprimée de façon constitutive au niveau neurones centraux et 

périphériques. Elle est également exprimée au niveau des cellules épithéliales des reins et des 

cellules musculaires lisses. 

Au cours des dernières décennies, il est apparu que les NOS inductible et endothéliale 

étaient impliquées dans de nombreuses pathologies, et notamment dans le cancer. Avant de 

parler de leurs rôles dans cette pathologie, il est important de comprendre comment ces deux 

enzymes sont régulées.  

1. Régulation de la NOS inductible (iNOS) 

La régulation de l’expression de la iNOS, notamment sa régulation transcriptionnelle, 

est une étape primordiale dans le contrôle de l’activité de cette enzyme. Une fois exprimée, la 

iNOS synthétise de façon continue du NO jusqu'à ce qu’elle soit dégradée. Le promoteur du 

gène de la iNOS contient les sites de liaison de nombreux facteurs de transcription tels que 

NF-κB, IRF-1 (interferon regulatory factor-1), P53 et HIF-1 (Pautz et al. 2010). 

Différents stimuli tels que le TNF-α, l’interleukine-1 ou encore le LPS, induisent 

l’expression de la iNOS via l’activation du NF-κB. D’autres, tels que les glucocorticoïdes et 
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certains antioxydants, sont décrits pour l’inhiber via l’inhibition du NF-κB (Pautz et al. 2010). 

La P53, dont l’expression peut être induite par le NO est considérée comme un rétrocontrôle 

négatif car elle est capable d’inhiber l’activation du promoteur de la iNOS (Forrester et al. 

1996 ). L’INF-γ est quant-à lui capable d’induire l’expression de la iNOS via l’activation de 

facteur de transcription IRF-1. L’activation de NF-κB et de IRF-1 permet une induction 

maximale de l’expression de la iNOS dans le cas d’une réponse à un agent pathologique (type 

infection bactérienne) (Fitzpatrick et al. 2008). Il semblerait que l’hypoxie et l’INF-γ agissent 

de manière concomitante pour induire l’expression de la iNOS dans les tumeurs via 

l’interaction avec HIF-1 et IRF-1 (Melillo et al. 1995) (Tendler et al. 2001). 

2. Régulation de la NOS endothéliale (eNOS) 

La régulation de la protéine eNOS est un processus complexe déterminé par des 

mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle. 

a. Régulation transcriptionnelle. 

L’expression de la protéine eNOS peut être modulée par de nombreux stimuli qui vont 

modifier le niveau d’ARNm en modifiant la transcription du gène (via des éléments de 

réponse situés au niveau du promoteur) ou en modifiant la stabilité des ARNm. 

Par exemple, le stress mécanique (pression exercée par le flux sanguin sur 

l’endothélium) est connu pour augmenter l’expression de la eNOS par des mécanismes 

transcriptionnels. Six éléments de réponses au stress mécanique ont été identifiés au niveau du 

promoteur du gène codant pour la eNOS (Li et al. 2004). Ce promoteur contient d’autres 

éléments régulateurs fixant HIF-1, les œstrogènes, facteurs nucléaires (NF) -1, NF-kB, P53, 

AP-1 et AP-2 (protéines activatrices, AP-1 augmente l’expression de eNOS en présence 

d’immunosuppresseur comme la cyclosporine A) (Fleming and Busse 2003). 

De nombreux autres facteurs sont connus pour réguler l’expression de la eNOS. 

Certains facteurs tels que le VEGF, les œstrogènes, l’insuline, bFGF, EGF et TGF-β, 

augmentent la stabilité des ARNm alors que d’autres, tels que le TNF-α et le LPS, diminuent 

l’expression de la eNOS en déstabilisant ses ARNm (Fleming and Busse 2003). L’hypoxie 

permet également de moduler l’expression de la eNOS puisqu’il existe un élément de réponse 

à l’hypoxie (HRE) au niveau son promoteur (Coulet et al. 2003). 
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b. Régulation post-traductionnelle. 

Au cours de sa synthèse, la protéine eNOS va subir une première modification 

catalysée par la N-myristoyltransférase. Elle consiste en l’attachement covalent d’un groupe 

myristoyl au niveau d’un résidu glycine du domaine N-terminal de la protéine eNOS. Cette 

modification, appelée myristoylation est irréversible et est requise pour l’association à la 

membrane et l’activation de la protéine (Sullivan and Pollock 2003). Une fois myristoylée, la 

eNOS est transloquée au niveau de l’appareil de Golgi où elle va subir une 2
ème

 modification. 

La protéine est palmitoylée (addition de palmitate) par la palmitoyltransférase au niveau des 

résidus cystéine 15 et 26, situés à proximité du domaine N-terminal de l’enzyme. Cette 

palmitoylation réversible, qui requiert au préalable la myristoylation de eNOS, stabilise 

l’association de la eNOS au niveau des membranes plasmiques. La palmitoylation est 

également requise pour la translocation de la eNOS au niveau des cavéoles. Une mutation au 

niveau des sites de palmitoylation aboutit à une accumulation de la eNOS au niveau du Golgi 

et à une diminution de la production de NO. Ceci suggère que les modifications post-

traductionnelles de la eNOS sont importantes pour la localisation intracellulaire de la eNOS 

(Ortiz and Garvin 2003).  

c. Localisation et activation de la protéine eNOS. 

i. Localisation dans les cavéoles. 

Par un transport vésiculaire, la protéine eNOS est transloquée de l’appareil de Golgi 

vers les membranes plasmiques où elle va être associée aux cavéoles. Les cavéoles sont de 

petites (50-100 nm) invaginations membranaires renfermant et contrôlant de nombreuses 

molécules de signalisation comme des récepteurs à tyrosine kinase (VEGFR), les protéines G, 

la eNOS et transporteur CAT-1 (cationic amino acid transporter 1, impliqué dans le transport 

de la L-arginine, substrat de la eNOS) (Govers and Rabelink 2001; Ozuyaman et al. 2008). 

Les cavéoles sont riches en cholestérol, sphingolipides et contiennent des protéines appelées 

cavéolines, dont la cavéoline-1 (ou Cav-1). La cavéoline-1 est abondante dans les cellules 

endothéliales et sa liaison avec la eNOS inhibe l’activité de l’enzyme car elle interfère avec la 

liaison de la calmoduline. Le complexe eNOS/Cav-1 est maintenu tant que la concentration en 

calcium intracellulaire est faible. Seule une synthèse basale de NO peut alors être mesurée 

(Fleming and Busse 1999) (Sbaa et al. 2005). 
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ii. Cycle d’activation / désactivation de la eNOS 

dépendant du Ca
2+

 intracellulaire 

Activation et translocation de la eNOS dans le cytosol. 

Lorsque les cellules endothéliales sont activées par des facteurs tels que le VEGF on assiste à 

une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. Ce dernier, se fixe à la 

calmoduline. Le complexe calmoduline / calcium se fixe à la protéine eNOS dissociant ainsi 

la cavéoline-1 et déplaçant la boucle auto-inhibitrice de l’enzyme (Fleming and Busse 2003). 

Le flux d’électrons du domaine réductase vers le domaine oxygénase est alors facilité. En 

même temps, la eNOS est phosphorylée par la protéine AKT au niveau du résidu sérine 1177 

(Dimmeler et al. 1999), dépalmitoylée et transloquée dans le cytosol (Dudzinski and Michel 

2007). L’activité de l’enzyme est augmentée permettant ainsi la synthèse de NO. La eNOS 

s’associe également à la protéine chaperonne HSP90 qui facilité la liaison avec la CaM et qui 

permet le recrutement de kinases (dont AKT) modulant l’activité de la protéine eNOS (Fulton 

et al. 2001). 

Activation complémentaire de la eNOS par phosphorylation / déphosphorylation des 

résidus sérine et thréonine. 

Parmi les 6 sites de phosphorylations connus, 2 ont été largement étudiés. Il s’agit de la 

phosphorylation du résidu sérine 1177 (Ser1177, situé au niveau du domaine réductase) 

activant l’enzyme ; et de la phosphorylation du résidu thréonine 495 (Thr495, situé dans le 

domaine de liaison à la CaM) qui inhibe l’enzyme. Il existe une coordination entre la 

phosphorylation du résidu Ser1177 et la déphosphorylation du résidu Thr495. 

Le résidu Ser1177 n’est pas phosphorylé dans les cellules endothéliales quiescentes 

mais l’est rapidement après stimulation des cellules par le VEGF (Fleming and Busse 2003). 

Sa phosphorylation augmente le flux d’électrons, aboutissant à une augmentation de la 

synthèse du NO. Plusieurs kinases sont décrites pour phosphoryler le résidu Ser1177 de la 

eNOS : i) AKT est la kinase activée en réponse au VEGF (Dimmeler et al. 2000; Kawasaki et 

al. 2003; Papapetropoulos et al. 1997), ii) la PKA est impliquée lors d’un stress mécanique, 

iii) l’AMPK pour la réponse insulinique et iv) la CaMKII (calmoduline kinase II) lors de la 

stimulation des cellules endothéliales par la bradykinine (Mount et al. 2007).Le résidu 

Ser1177 apparait comme le plus important site de régulation de l’activité de l’enzyme. En 

effet, l’induction in vitro par l’endostatine (facteur anti-angiogénique) de sa 
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déphosphorylation via une phosphatase (PP2A) bloque l’angiogenèse induite par le VEGF 

(Urbich et al. 2002). 

Le résidu Thr495 est phosphorylé de façon constitutive par la protéine kinase C dans 

les cellules endothéliales. Il se présente comme un site de régulation négative : sa 

phosphorylation est associée à une diminution de l’activité de l’enzyme via une interférence 

avec le site de fixation de la calmoduline. Lorsque la concentration en Ca
2+

 intracellulaire 

augmente, le résidu Thr495 est déphosphorylé par les protéines phosphatase-1 (PP1) et la 

calcineurine (PP2B) (Mount et al. 2007). La fixation du complexe calmoduline / calcium à la 

protéine eNOS est alors possible. 

Désactivation et recyclage de la eNOS. 

Lorsque la concentration en calcium intracellulaire diminue, la protéine eNOS est 

désactivée. La calmoduline se dissocie et la eNOS est à nouveau transloquée vers l’appareil 

de Golgi (possédant la palmitoyl transférase). La localisation de la eNOS au niveau du Golgi 

est nécessaire pour la repalmitoylation de la protéine après son activation. Ainsi, la eNOS est 

en permanence recyclée entre la membrane plasmique et le Golgi (Govers and Rabelink 

2001). Une fois repalmitoylée, l’enzyme retourne au niveau des cavéoles via les vésicules de 

transport comme décrit précédemment, où son association à la cavéoline-1 réduira à nouveau 

son activité (Feron et al. 1998). 

iii. Activation de la eNOS de façon indépendante 

du calcium intracellulaire. 

Malgré le fait que la eNOS soit classée comme une enzyme dépendante du complexe 

calmoduline / calcium, une activité basale a été reportée à de faible concentration de calcium, 

suggérant que du NO est produit de manière basale et ce de façon indépendante au calcium 

(Fleming and Busse 1999). Dans une étude in vitro menée sur des cellules endothéliales 

bovines, il a été montré que les céramides (sphingolipides dérivés de l’acylation de la 

shingosine) augmentaient l’activité de la eNOS de manière indépendante du calcium (un 

chélateur de calcium n’a pas inhibé cette activation) et induisaient la translocation de 

l’enzyme dans le cytosol (Igarashi et al. 1999). 

Dans une autre étude in vitro menée sur des cellules endothéliales humaines, la 

protéine eNOS, en réponse à l’insuline, est activée de manière indépendante au calcium (un 

chélateur de calcium est sans effet sur cette phosphorylation). Il semblerait que cette 
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activation requiert la phosphorylation de la eNOS au niveau du site Ser1177 par la protéine 

AKT (Montagnani et al. 2001). 

C. Rôles du NO et de la eNOS dans la progression tumorale. 

1. Rôle du NO dans l’angiogenèse 

Le NO, synthétisé par les deux isoformes eNOS et iNOS, peut promouvoir la 

progression tumorale en induisant l’angiogenèse tumorale. Il semblerait cependant que la 

synthèse de NO par la eNOS soit particulièrement impliquée dans ces effets pro-

angiogéniques. En effet, dans des modèles de tumeurs chez des souris eNOS
-/-

 ou iNOS
-/-

, 

l’induction de l’angiogenèse par le VEGF est diminuée uniquement chez les souris eNOS
-/-

. 

Cette diminution est d’ailleurs associée à une régression tumorale (Fukumura et al. 2001) 

(Gratton et al. 2003). Dans un autre modèle de tumeurs, l’extinction de la eNOS (souris 

eNOS
-/-

) a mis en évidence que le NO permettait l’élongation et la formation de nouveaux 

embranchements vasculaires, augmentant ainsi la densité vasculaire (Brown et al. 1999; 

Kashiwagi et al. 2005). Une inhibition de la eNOS chez la souris (souris eNOS
-/-

 ou par le L-

NAME) bloque l’hyperperméabilité vasculaire induite par le VEGF (Fukumura et al. 2001; 

Fukumura et al. 1997). De plus, la Cavtratin (peptide dérivé de la cavéoline-1 inhibant 

spécifiquement la eNOS) inhibe la perméabilité vasculaire induite par le VEGF. Ceci indique 

le rôle prépondérant du NO dans la perméabilité vasculaire tumorale (Gratton et al. 2003). 

Ces observations in vivo ont été complétées par un grand nombre d’études in vitro sur 

le rôle du NO dans l’activation des cellules endothéliales. Ces études ont montré que le NO 

agit au niveau des différentes étapes caractérisant l’angiogenèse tumorale : la perméabilité 

vasculaire, la prolifération, la migration des cellules endothéliales et leur capacité à former 

des pseudocapillaires. L’utilisation d’inhibiteur de la eNOS diminue la prolifération des 

cellules endothéliales et leur capacité à former des pseudocapillaires (Urbich et al. 2002) 

(Polytarchou and Papadimitriou 2005). A l’inverse, l’activation de cette enzyme augmente la 

prolifération cellulaire et la formation de pseudocapillaires (Dimmeler et al. 2000) (Chung et 

al. 2010). D’autre part le NO est également impliqué dans la migration des cellules 

endothéliales puisqu’il induit l’expression de l’intégrine αvβ3, molécule d’adhésion 

indispensable à la migration des cellules endothéliales (Murohara et al. 1999). 
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Enfin, il a été montré in vitro par l’équipe de Gratton JP et al. que la perméabilité 

d’une monocouche de cellules endothéliales induite par le VEGF est bloquée lorsque la eNOS 

est inhibée par la cavtatrin (Oubaha and Gratton 2009). Un des mécanismes pouvant expliquer 

cet effet est la capacité du NO à modifier les jonctions cellulaires. Il interfère avec le 

complexe VE-cadhérine / β-caténine / p120caténine / α-caténine connu pour son rôle dans les 

jonctions et adhérences cellulaires. En effet, le NO permet la dissociation de ce complexe via 

la S-nitrosylation du résidu Cys619 de la β-caténine (Thibeault et al. 2010). 

Il a été montré que le NO régulait positivement certains facteurs pro-angiogéniques 

tels que le VEGF, en augmentant la transcription du gène du VEGF et en stabilisant les 

ARNm (augmentation de sa demi-vie) (Chin et al. 1997) (Jozkowicz et al. 2001). Le NO 

active la transcription de HIF-1α (Sandau et al. 2001), stabilise ce facteur en inhibant l’action 

des prolyl hydroxylases ou PHD (Metzen et al. 2003), ce qui au final augmente l’expression 

du VEGF puisqu’un HRE a été identifié au niveau du promoteur du gène codant pour le 

VEGF (Kimura et al. 2000). 

2. Rôle du NO dans la formation de métastases 

Le NO semble jouer un rôle important dans la progression tumorale notamment en 

favorisant le processus métastatique. Dans un modèle de tumeurs mammaires chez la souris, il 

a été mis en évidence que toutes les cellules tumorales retrouvées au niveau du site 

métastatique exprimaient la eNOS alors que les cellules tumorales de la tumeur primaire 

n’expriment pas toutes cette protéine. Cette observation suggère que la surexpression de la 

eNOS est associée au potentiel métastatique des cellules tumorales. (Jadeski et al. 2000). Le 

NO interviendrait à toutes les étapes du processus métastatique. Ainsi, la eNOS et la iNOS 

induisent la migration et l’invasion de cellules cancéreuses (mammaires et colorectales) via la 

phosphorylation de la protéine ERK ½ (Fukumura et al. 2006; Jadeski et al. 2003). L’invasion 

des cellules cancéreuses mammaires est également stimulée par le NO via l’activation de la 

MMP-2 et/ou l’inhibition des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP-2 et TIMP-3) 

(Gauthier et al. 2004; Orucevic et al. 1999). De plus, il a récemment été montré que le NO 

augmentait le risque d’invasion des ganglions lymphatiques. En effet, le blocage de la 

production de NO (inhibition pharmacologique ou délétion génétique de eNOS) diminue 

l’envahissement ganglionnaire et par conséquent la formation de métastases (Lahdenranta et 

al. 2009). 
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Ainsi, le NO présente un rôle primordial dans le développement tumoral, aussi bien au 

niveau des cellules tumorales qu’au niveau de la vascularisation de la tumeur. L’inhibition de 

la synthèse de ce facteur peut être considérée comme une cible pour le développement de 

thérapies contre le cancer. 
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V. Acides gras oméga-3 et cancer. 

A. Généralités. 

1. Structure et nomenclature des acides gras. 

Les acides gras, de formule générale CH3 – (CH2)n – COOH, sont composés d’une 

chaîne hydrocarbonée linéaire dont la longueur varie le plus souvent entre 12 et 22 atomes de 

carbones, dont les extrémités sont constituées par des groupements carboxyle (COOH, partie 

hydrophile) et méthyle (CH3, partie hydrophobe). Les acides gras peuvent être classés de 

plusieurs manières suivant leur structure (Guesnet 2005; Legrand 2007) : 

 En fonction de la longueur de la chaîne carbonée : les acides gras à chaîne 

courte ou moyenne ont un nombre de carbones compris entre 4 et 12, et les 

acides gras à chaîne longue à partir de 14 carbones. 

 En fonction de leur degré d’insaturation, c’est-à-dire du nombre de doubles 

liaisons éthyléniques qu’ils renferment. On distingue alors les acides gras 

saturés (aucune double liaison), les acides gras monoinsaturés (une seule 

double liaison) et les acides gras polyinsaturés (AGPI, plusieurs doubles 

liaisons) (figure 25). 
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Figure 25 : Classification des acides gras en fonction de leurs insaturations. 

(Source. http://www.eufic.org/article/fr/expid/basics-graisses/) 

 En fonction de la position (isomérie de position) et de la conformation 

(isomérie géométrique) des doubles liaisons. A l’état naturel, les doubles 

liaisons sont systématiquement séparées par 3 carbones et sont en 

configuration cis. Cette configuration cis indique que les deux parties de la 

chaîne hydrocarbonée situées de part et d’autre de la double liaison sont du 

même côté par rapport au plan de la double liaison (formation d’un « coude ») 

(figure 26). Les doubles liaisons peuvent également se trouver en conformation 

trans, les deux parties de la chaîne hydrocarbonée sont de part et d’autre de la 

double liaison (forme linéaire) (figure 26). Ces acides gras trans peuvent être 

d’origine naturelle et sont présents dans le rumen des ruminants. Ils peuvent 

aussi être d’origine industrielle où ils sont produits par l'hydrogénation partielle 

des acides gras insaturés contenus dans les huiles végétales (Guesnet 2005). 

 

Figure 26 : Isomérie géométrique des doubles liaisons. 

(Source. http://www.eufic.org/article/fr/expid/basics-graisses/) 

http://www.eufic.org/article/fr/expid/basics-graisses/
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A9nation
http://www.eufic.org/article/fr/expid/basics-graisses/
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Il existe deux types de nomenclature des acides gras : i) la nomenclature normalisée 

IUPAC (ou nomenclature des chimistes) et ii) la nomenclature des « physiologistes » (formule 

simplifiée la plus couramment utilisée). 

La première permet de numéroter les doubles liaisons en comptant les atomes de 

carbone à partir de l’extrémité carboxyle (numérotation en Δ, où Δ représente la double 

liaison) : Cx : y Δ a. La seconde permet de caractériser les acides gras en mentionnant 

successivement le nombre d’atomes de carbone, le nombre de doubles liaisons et la position 

de la première double liaison numérotée à partir de l’extrémité méthyle : Cx : y n-b.  

Dans ces nomenclatures, x représente le nombre de carbones de la molécule, y le 

nombre d’insaturation, a la position des doubles liaisons à partir du groupement carboxyle et 

b la position des doubles liaisons à partir du groupement méthyle. 

Ainsi, un nom systématique et une formule simplifiée peuvent être attribués à chaque 

acide gras. Cependant, en fonction des graisses dans lesquelles on les retrouve, on peut 

également leur attribuer un nom commun, nom plus facilement utilisé (Tableau VIII). Quatre 

familles d’acides gras se distinguent par la position de la première double liaison numérotée à 

partir de l’extrémité méthyle. Parmi les acides gras monoinsaturés, on retrouve : les acides 

gras n-7 et n-9 ; et parmi les acides gras polyinsaturés : la famille des n-6 (AGPI n-6), et la 

famille des n-3 (AGPI n-3). 
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Tableau VIII : Nomenclatures systématique (selon la nomenclature des chimistes) et commune des 

principaux acides gras ainsi que leur formule simplifiée (selon la nomenclature des physiologistes). 

Abréviations.AGS : acides gras saturés,  AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés 

2. Biosynthèse et métabolisme des AGPI 

La biosynthèse des acides gras comprend trois grandes phases (figure 27) (Guesnet 

2005; Legrand 2007; Wallis et al. 2002) :  

 La synthèse de novo (ou lipogenèse) des acides gras saturés à partir de l’acétate 

 L’élongation de la chaîne carbonée à partir des acides gras issus de la synthèse 

de novo ou des acides gras d’origine alimentaire. 

 La synthèse des acides gras insaturés par les désaturases Δ9, Δ6 et Δ5 
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Figure 27 : Biosynthèse des acides chez les mammifères. 

(D’après (Guesnet 2005; Legrand 2007; Wallis et al. 2002). L’acide linoléique (18:2n-6 ou LA) et l’acide α-

linolénique (18:3n-3 ou ALA) sont des acides gras essentiels car ils sont uniquement apportés par l’alimentation. 

La biosynthèse des autres acides gras est sous le contrôle d'enzymes (désaturases) qui ajoutent des doubles 

liaisons entre les atomes de carbone 9 et 10 pour la Δ-9 désaturase, 6 et 7 pour la Δ-6 désaturase et 5 et 6 pour la 

Δ-5 désaturase. Les réactions d'élongation permettent d’allonger la chaîne carbonée de deux atomes de carbone. 

A l’inverse, la β-oxydation raccourcit de 2 carbones la chaine carbonée des acides gras et permet la formation du 

DHA (22:6 n-3). Sur le schéma, les désaturations sont représentées par des flèches horizontales, l’élongation par 

des flèches verticales noires et la β-oxydation par des flèches verticales violettes. Abréviations. OA (18:1n-9) : 

acide oléique, LA (18:2n-6) : acide linoléique, ALA(18:3n-3) : acide α-linolénique, AA (20:4n-6) : acide 

arachidonique, EPA (20:5n-3) : acide eicosapentaénoïque, DPA(22:5n-3) : acide docosapentaénoïque, 

DHA(22:6n-3) : acide docosahexaénoïque. 

a. Synthèse de novo des acides gras saturés. 

La synthèse de novo permet la synthèse des acides gras saturés par condensation de 2 

molécules d’acétate (2 carbones). Chez les mammifères, ce processus est exclusivement 

cytosolique et se déroule principalement dans le foie, le tissu adipeux et les glandes 

mammaires. Il fait intervenir un complexe multi-enzymatique du nom de « fatty acid 

synthase » (FAS) qui permet uniquement la synthèse d’acides gras saturés avec un nombre 

maximum de 16 atomes de carbone. Ce complexe enzymatique ajoute séquentiellement des 

unités à deux carbones à partir de l’acétate jusqu’à l’obtention du palmitate (16:0) après 7 

cycles d’élongation. Les acides gras sont ensuite libérés du complexe enzymatique par une 

hydrolase. 
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b. Elongation de la chaîne carbonée. 

L’élongation de la chaîne carbonée des acides gras (> à 16 carbones) s’effectue au sein 

du réticulum endoplasmique. Les étapes sont identiques à la synthèse de novo mais sont 

réalisées par les élongases. Ces enzymes ajoutent deux atomes de carbones supplémentaires à 

l’extrémité carboxyle. L’acide palmitique (16:0) va être converti en acide stéarique (18:0) et 

en acides gras saturés à plus longue chaîne carbonée (jusqu’à 24 carbones). 

c. Synthèse des acides gras insaturés. 

Les acides gras saturés peuvent être désaturés par les désaturases, enzymes qui 

permettent la formation de doubles liaisons entre les carbones 9 et 10 ou 6 et 7 ou 5 et 6. Ces 

désaturations, effectuées respectivement par la Δ-9 désaturase, la Δ-6 désaturase et la Δ-5 

désaturase, se déroulent dans le réticulum endoplasmique et peuvent se faire sur tous les 

acides gras saturés et insaturés.  

Les acides gras monoinsaturés proviennent de l’alimentation et de la synthèse 

endogène. La Δ-9 désaturase introduit une double liaison au niveau de l’acide palmitique 

(16:0) et de l’acide stéarique (18:0), ce qui conduit respectivement à la synthèse de l’acide 

palmitoléique (16:1 n-7) et l’acide oléique (AO, 18:1 n-9). Quantitativement, l’acide oléique 

représente l’acide gras majeur des acides gras monoinsaturés, il est activement synthétisé par 

les cellules et très abondant dans les aliments d’origines végétale et animale. L’acide 

palmitoléique est faiblement synthétisé par rapport à l’acide oléique et est quasiment absent 

de l’alimentation (Legrand 2007). 

La synthèse des acides gras polyinsaturés de la famille n-6 et n-3 est particulière. En 

effet, la plupart de ces AGPI peuvent être synthétisés par les mammifères mais leurs 

précurseurs, l’acide linoléique (18:2 n-6) et l’acide α linolénique (18:3 n-3), doivent 

obligatoirement être apportés à l’organisme par une alimentation d’origine végétale. Le 18:2 

n-6 et le 18:3 n-3 sont qualifiés d’acides gras essentiels. En effet, les cellules de mammifères 

sont dépourvues des désaturases Δ-12 et Δ-15 qui génèrent le l’acide linoléique et l’acide α 

linolénique à partir de l’acide oléique (18:1 n-9). 

L’acide linoléique (18:2 n-6) et l’acide α linolénique (18:3 n-3) conduisent, par une 

succession de désaturations (Δ-6 désaturase et Δ-5 désaturase) et d’élongations (élongases), à 

la synthèse d’acides gras à plus longue chaîne de la famille des AGPI n-3 et n-6. Les 

principaux AGPI ainsi formés sont pour la famille n-6 : l’acide arachidonique (AA, 20:4 n-6) 
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et pour la famille n-3 : les acides eicosapentaénoïque (EPA, 20:5 n-3) et docosahexaénoïque 

(DHA, 22:6 n-3). La synthèse du DHA nécessite une étape terminale de β-oxydation (figure 

27). Chez l’homme, le faible taux de conversion de l’acide α-linolénique en EPA (5 à 20%) et 

en DHA (0,5 à 9%) (DeFilippis and Sperling 2006; Wall et al. 2010) suggère que l’apport par 

l’alimentation des ces deux acides gras (EPA et DHA) est nécessaire pour satisfaire les 

besoins des tissus chez l’homme (MacLennan and Ma 2010). 

3. Sources alimentaires, transport et répartition tissulaire 

des acides gras.  

Chez l’Homme, les acides gras, apportés par l’alimentation sont présents dans 

l’organisme principalement sous forme de triglycérides, de phospholipides et d’esters de 

cholestérol. Les triglycérides représentent 95 à 98 % des lipides alimentaires ingérés. Ils sont 

constitués d’une molécule de glycérol estérifiée par trois acides gras semblables ou différents. 

Les phospholipides sont constitués d’une molécule de glycérol estérifiée par deux acides gras 

et un acide phosphatidique.  

a. Principales sources alimentaires des acides gras. 

Les sources alimentaires apportent, selon leurs origines animale ou végétale, les 

différentes classes d’acides gras. Le tableau suivant présente les principales sources 

alimentaires des acides gras. 
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Tableau IX : Principales sources alimentaires des différentes classes d’acides gras. 

Les acides gras saturés sont retrouvés principalement dans les aliments d’origines animales mais également dans 

certaines huiles et les graisses industriels (margarine). Les acides moninsaturés sont présents à la fois dans les 

aliments d’origine végétales et animales. Les acides gras polyinsaturés sont plus faiblement présents dans notre 

alimentation en comparaison des deux autres classes d’acides gras. Parmi eux, le DHA et l’EPA, de la famille 

des n-3, sont surtout retrouvés dans les poissons gras marins tels que le saumon, la sardine et le hareng. 

b. Transport et répartition tissulaires des acides gras 

Au cours de la digestion, le cholestérol, les acides gras et les monoglycérides (obtenus 

après émulsion par les sels biliaires et hydrolyse par la lipase pancréatique des triglycérides) 

sont absorbés par la muqueuse intestinale. 

Dans le plasma, ces lipides sont véhiculés entre les différents tissus et organes pour 

leur utilisation ou leur stockage. Etant insolubles dans l’eau, ils sont transportés sous forme de 

tricglycérides par des apolipoprotéines, l’ensemble formant des complexes appelés 

lipoprotéines. Ces dernières sont constituées d’un noyau central composé de cholestérol 

estérifié et de triglycérides, et d’une monocouche externe composée de phospholipides, de 

cholestérol libre et d’apolipoprotéines, assurant ainsi la solubilité de la lipoprotéine dans le 

plasma et le transport des lipides en milieu aqueux. Les lipoprotéines se distinguent par leur 

teneur en apolipoprotéines, en lipides et en cholestérol. Elles se répartissent en quatre classes 

selon leur densité :  

 les chylomicrons sont produit par les entérocytes. Ces derniers, transforment 

les acides gras issus de la digestion en triglycérides qui vont être intégrés dans 

les chylomicrons. Ces derniers sont expulsés dans la lymphe au niveau du 
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canal thoracique et rejoignent la circulation sanguine au niveau de la veine 

cave supérieure. 

 les lipoprotéines de très basse densité (VLDL) produites dans le foie et qui 

sont composées à 80% par les triglycérides. 

 les lipoprotéines de basse densité (LDL) proviennent du métabolisme des 

VLDL et sont riches en cholestérol. 

 les lipoprotéines de haute densité (HDL) qui interviennent dans l’élimination 

du cholestérol des tissus. 

 

Figure 28 : Transport des acides gras par les lipoprotéines et leur répartition tissulaire. 

D’après (Médart 2009). Explication ; voir texte ci-dessous. 

La figure ci-dessus (figure 28) schématise le transport des acides gras dans 

l’organisme par les différentes lipoprotéines (Médart 2009). Une fois dans le plasma, les 

chylomicrons sont hydrolysés au niveau des capillaires par la lipoprotéine lipase (Goldberg 

1996). Les acides gras ainsi libérés sont captés par les tissus périphériques ou stockés dans les 

adipocytes où ils sont retransformés en triglycérides. Au fur et à mesure de leur hydrolyse, les 

chylomicrons deviennent plus petits (formation de chylomicrons résiduels) puis sont captés et 

dégradés par le foie (Green and Glickman 1981) 

Dans le foie, les acides gras provenant de la synthèse de novo ou libérés par les 

adipocytes servent à la formation de triglycérides qui sont incorporés dans les VLDL. Ces 
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lipoprotéines sont également hydrolysées par la lipoprotéine lipase, permettant également aux 

acides gras d’être captés par les tissus périphériques ou stockés dans le tissu adipeux. Les 

VLDL, après l’action de la lipase hépatique et de la lipoprotéine lipase, se transforment en 

LDL qui sont assimilées par endocytose au niveau des différents organes, fournissant ainsi les 

cellules en cholestérol libre (constituant des membranes, et permet la synthèse des sels 

biliaires et des hormones stéroïdiennes) (Médart 2009). 

En cas de besoin énergétique de l’organisme (par exemple, un jeun), la lipase 

hydrolyse les triglycérides stockés dans les adipocytes du tissu adipeux. Les acides gras libres 

peuvent se lier à l’albumine plasmatique et sont acheminés au niveau des tissus où ils sont une 

source énergétique importante. 

Dans l’organisme, les acides gras sont principalement stockés dans le tissu adipeux 

sous forme de triglycérides et constituent une source importante d’énergie. Ils sont cependant 

présents dans tous les tissus où ils ont un rôle structural en tant que constituants essentiels des 

membranes biologiques (sous forme de phospholipides et de glycolipides) et un rôle 

fonctionnel en tant que précurseurs de médiateurs lipidiques bioactifs (eicosanoïdes) et 

modulateurs de l’expression de certains gènes par l’intermédiaire de facteurs de transcription 

tels que les PPAR (Guesnet 2005). La composition des lipides membranaires n’est pas figée et 

est directement influencée par les acides gras provenant de l’alimentation. En effet, les AGPI 

n-3 provenant de l’alimentation sont incorporés dans les membranes des cellules (Schley et al. 

2007). C’est un aspect important puisque la composition en acides gras des phospholipides 

membranaires est connue pour moduler, au sein des membranes cellulaires y compris au 

niveau des cavéoles (rafts lipidiques), l’activité d’un grand nombre d’enzymes, de 

transporteurs et de récepteurs impliqués dans la signalisation cellulaire (Stillwell et al. 2005) 

(Schmitz and Grandl 2008). 

B. Sensibilisation des tumeurs par les AGPI n-3. 

La sensibilité des tumeurs aux AGPI n-3 a pu être analysée grâce à l’existence de 

techniques permettant de mesurer la consommation passée et récente d’acides gras. 

L’évaluation de la consommation passée des AGPI est possible grâce à l’analyse de la 

composition en acides gras du tissu adipeux. Une telle analyse permet d’obtenir une 

information concernant l’alimentation sur le long terme. En effet, la composition en acides 
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gras du tissu adipeux présente un renouvellement assez lent puisque la demi-vie des acides 

gras y est estimée à 2 ans (Sun et al. 2007). Ainsi, le tissu adipeux est un biomarqueur fiable 

et non influencé par les derniers repas. 

L’analyse de la composition en acides gras du sérum (Maillot et al. 2005) et des 

phospholipides membranaires des érythrocytes permet d’obtenir des informations sur l’apport 

alimentaire récent d’acides gras (Thiebaut et al. 2005). Par exemple, la demi-vie de l’EPA est 

d’environ 5 jours dans le sérum et de 4 semaines dans les membranes des érythrocytes (Sun et 

al. 2007). 

Par ailleurs, au niveau des tumeurs, les acides gras proviennent non seulement de la 

synthèse de novo, mais également des lipides apportés par l’alimentation. La fraction 

phospholipidique des cellules tumorales présente un renouvellement très rapide (Pardini 

2006). Cet aspect est intéressant notamment dans le cadre d’expérimentation étudiant l’effet 

d’une supplémentation alimentaire sur l’efficacité des thérapies anticancéreuses 

1. Les AGPI n-3 apportés par l’alimentation sensibilisent 

les tumeurs mammaires aux traitements anticancéreux. 

a. Données cliniques. 

Association entre AGPI et sensibilisation des tumeurs du sein. Une étude prospective a 

été menée chez 121 patientes traitées pour un cancer du sein invasif mais non métastatique où 

la composition en acides gras du tissu adipeux a été analysée. Cette étude a rapporté que le 

risque de développer des métastases après le traitement était associé à un faible taux d’acide α 

linolénique mesuré dans le tissu adipeux (< 0,38%). Une association proche de la 

significativité entre le taux de DHA (≥ 0,17%) et la diminution de la formation de métastases 

a été observée (Bougnoux et al. 1994). De plus, cet AGPI n-3 est corrélé à la réponse des 

tumeurs à la chimiothérapie néoadjuvante. En effet, le taux de DHA dans le tissu adipeux était 

plus élevé chez les patientes présentant une réponse complète ou partielle en comparaison 

avec les patientes n’ayant pas répondu (Taux de DHA dans le tissu adipeux des patientes 

ayant répondu : 0,20% contre un taux de 0,14% dans le tissu adipeux des patientes n’ayant 

pas répondu) (Bougnoux et al. 1999). 

Cette association entre la composition en acides gras polyinsaturés de l’environnement 

lipidique des tumeurs et la réponse aux traitements anticancéreux, suggère qu’une 
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modification des taux de DHA et d’EPA dans le tissu adipeux mammaire et dans le plasma 

par une supplémentation alimentaire peut augmenter la sensibilité des tumeurs mammaires 

aux traitements.  

Interventions nutritionnelles. Récemment, il a été montré que l’apport quotidien de 

DHA et d’EPA (sous forme de capsules) pendant 6 mois permet d’enrichir le tissu adipeux 

mammaire de façon significative chez 48 femmes (avec un risque de développer un cancer du 

sein). Par exemple, avant l’intervention nutritionnelle, le taux de DHA dans le tissu adipeux 

mammaires de ces femmes est de 0,21%. Six mois après l’intervention nutritionnelle, ce taux 

est augmenté significativement chez des femmes ayant reçu une dose quotidienne de 

DHA/EPA de 2,52 g/jour et est de 0,37%. Dans cette étude, aucune toxicité n’a été relevée 

suite à la supplémentation alimentaire en DHA/EPA (Les taux d’alanine aminotransférase 

sont stables et les fonctions plaquettaires ne sont pas modifiées) (Yee et al. 2010). 

Dans une étude publiée en 1998, il a été rapporté que l’apport quotidien d’EPA (170 

mg/jour) et de DHA (115 mg/jour) par voie orale augmentait significativement la survie de 

patients traités pour différents types de cancers généralisés dont le cancer du sein (Gogos et 

al. 1998). Plus récemment, les résultats d’une étude clinique de phase II menée par Bougnoux 

et al. chez 25 patientes traitées par chimiothérapie (à base d’anthracyclines) pour un cancer du 

sein hautement métastatique ont été publiés en 2009. Les patientes ont reçu 1,8 g de DHA par 

jour (par voie orale) pendant les 5 mois de chimiothérapie. De façon surprenante, les patientes 

ne présentaient pas le même taux d’incorporation du DHA (mesuré dans les phospholipides 

du plasma). Deux groupes ont pu être distingués : les patientes présentant une haute 

incorporation de DHA (augmentation du taux de DHA > 2,5 %) et les patientes avec une 

faible incorporation (augmentation du taux de DHA < 2,5 %). En classant les patientes selon 

ce facteur, Bougnoux et al. ont montré que le taux de survie des patientes ayant bien 

incorporé le DHA était augmenté (médiane du temps de survie : 34 mois) en comparaison 

avec l’autre groupe de patientes (médiane du temps de survie : 18 mois) (Bougnoux et al. 

2009). 

b. Données précliniques 

Plusieurs études in vivo chez le rongeur ont montré que la supplémentation du régime 

alimentaire en AGPI n-3 (EPA et DHA), améliorait l’efficacité de la chimiothérapie ou la 

radiothérapie. Cette sensibilisation des tumeurs a été retrouvée dans différents modèles de 
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tumeurs chez le rongeur (modèles de tumeurs mammaires, du colon, la prostate et de 

lymphomes) (Biondo et al. 2008; Calviello et al. 2009). 

 

Tableau X : Sensibilisation des tumeurs mammaires par les AGPI n-3, données expérimentales in vivo. 

D’après (Biondo et al. 2008; Pardini 2006). NMU (N-méthyle-nitroso-urée), CPT-11 (irinotecan). 

Les études précliniques portant sur la sensibilisation des tumeurs mammaires par les 

AGPI n-3 sont présentées dans le tableau X. Dans des modèles de tumeurs mammaires 

xénogréffées chez la souris ou chimioinduites chez le rat, les AGPI n-3 apportés par différents 

régimes nutritionnels (DHASCO, huiles de sardine, poissons ou Menhaden) sont capables 

d’augmenter l’efficacité de la radiothérapie (Colas et al. 2004) et de plusieurs classes d’agents 

chimiothérapeutiques tels que les anthracyclines (épirubicine ou doxorubicine) (Colas et al. 

2006) (Germain et al. 1999) (Hardman et al. 2001), les agents alkylants (mitomycine C ou 

cyclophosphamide) (Shao et al. 1995) (Shao et al. 1997), ou encore les inhibiteurs de 

topoisomérase I (CPT-11) (Hardman et al. 1999). 

c. Données expérimentales in vitro 

Un enrichissement en AGPI n-3 augmente la sensibilité de plusieurs types de cellules 

cancéreuses (mammaires, du côlon, du poumon, de glioblastomes, de neuroblastomes) à 

différents agents anticancéreux (anthracyclines, paclitaxel, docétaxel, 5-FU, mitomycine, 

trioxide arsenic) (Pardini 2006) (Biondo et al. 2008). 
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Parmi les différents AGPI testés, le DHA est apparu comme étant le plus efficace pour 

augmenter la sensibilité des cellules tumorales mammaires MDA-MB-231 aux anthracyclines 

(Germain et al. 1998). Cet effet sensibilisant est sélectif et ne concerne pas toutes les lignées 

tumorales mammaires. Alors qu’il augmente la sensibilité des cellules MDA-MB-231, le 

DHA n’influe pas sur la sensibilité des MCF-7 à la doxorubicine (Vibet et al. 2008). 

L’effet cytotoxique du paclitaxel et du docétaxel (taxanes) est également augmenté 

lorsque les cellules tumorales mammaires MDA-MB-231 (Menendez et al. 2005) et MCF-7 

(Wang et al. 2007) sont enrichies en AGPI n-3. 

Enfin, un enrichissement en AGPI n-3 (EPA et DHA) restaure la sensibilité des 

cellules tumorales mammaires MFC-7 résistantes au tamoxifène (DeGraffenried et al. 2003) 

et des cellules SKBR3 résistantes au trioxyde d’arsenic (Baumgartner et al. 2004). 

d. Les AGPI n-3 augmentent-ils la toxicité de la 

chimiothérapie au niveau des tissus sains ? 

Si la sensibilisation des cellules tumorales aux agents anticancéreux par les AGPI n-3 

présente un bénéfice pour le traitement des tumeurs, il est important de prendre en compte la 

sensibilité des cellules et tissus normaux. Plusieurs études menées in vivo et in vitro n’ont pas 

montré d’augmentation de la sensibilité aux traitements des cellules et tissus sains après leur 

exposition aux AGPI n-3. Par exemple, la supplémentation en DHA et EPA de cellules 

normales in vitro (cellules endothéliales, macrophages, cellules mononuclées humaines et 

fibroblastes humains, murins et de rats) n’augmente pas leur sensibilité au trioxyde d’arsenic 

(Baumgartner et al. 2004), à la mytomicine C (Tsai et al. 1997) ou encore à la doxorubicine 

(Pardini 2006). Un effet protecteur des AGPI n-3 vis-à-vis du stress oxydant à également été 

rapporté au niveau des cellules normales puisqu’une augmentation de l’activité d’enzymes 

antioxydantes (telles que la glutathion peroxydase) a été observée (Lemaitre et al. 1997) 

(Crosby et al. 1996). 

Autre exemple, les anthracyclines ont pour effet secondaire majeur une toxicité 

cardiaque. In vivo, il a été mis en évidence que cette toxicité n’est pas augmentée lorsque 

l’alimentation des rongeurs est supplémentée en AGPI n-3 (Germain et al. 2003; Germain et 

al. 1999). De même, une diminution de la toxicité exercée par le CPT-11 (Hardman et al. 

1999) (Xue et al. 2007), le 5-FU (Gomez de Segura et al. 2004) et le méthotrexate (Horie et 

al. 1998) sur les muqueuses intestinales .a été observée. 
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Enfin, au cours de l’étude clinique de phase II citée précédemment, il a été observé 

une diminution de l’anémie et de la thrombopénie induite par la chimiothérapie chez les 

patientes ayant un fort taux d’incorporation de DHA (Bougnoux et al. 2009). 

2. Mécanismes d’action des AGPI n-3 au niveau des 

cellules tumorales. 

La compréhension des mécanismes impliqués dans les effets sensibilisants des AGPI 

n-3 aux traitements anticancéreux doit prendre en compte les effets propres des acides gras 

polyinsaturés sur le fonctionnement des cellules. 

a. Modification de la structure et de la fluidité 

membranaire ; modification du captage des agents 

anticancéreux 

La structure des AGPI n-3, notamment l’existence des doubles liaisons, leur confère 

une certaine flexibilité conformationelle. Une fois incorporés au niveau des phospholipides 

membranaires, les AGPI n-3 modifient les propriétés physiques et fonctionnelles des 

membranes cellulaires augmentant leur fluidité in vivo et in vitro (Biondo et al. 2008). Cette 

modification de la fluidité membranaire augmente le captage (qui s’effectue par diffusion 

passive) et l’efficacité de certaines molécules anticancéreuses hydrophobes telles que la 

doxorubicine (Abulrob et al. 2000), la vincristine (Ikushima et al. 1991) ou encore la 

mitoxantrone (Vibet et al. 2007). 

Il a également été rapporté que l’augmentation du captage des molécules 

anticancéreuses était due aux effets des AGPI n-3 sur les transporteurs membranaires. Dans le 

cas du méthotrexate (agent anticancéreux de la famille des antimétabolites), l’augmentation 

du taux d’insaturations dans les membranes des cellules leucémiques murines (L1210) après 

l’incorporation des AGPI n-3, améliore l’affinité du transporteur pour l’agent anticancéreux 

(Burns et al. 1979). Dans le même modèle cellulaire, la supplémentation en DHA et EPA des 

cellules, a permis une augmentation du transport des purines par leurs transporteurs 

spécifiques (Martin and Meckling-Gill 1996). 
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b. Modification du stress oxydant 

Augmentation de la peroxydation lipidique. Cette réaction est initiée par le retrait 

d’un atome d’hydrogène au niveau des acides gras insaturés par les espèces réactives de 

l’oxygène. Le radical d’acide gras ainsi formé réagit avec une molécule d’O2 et forme un 

radical peroxyl lui-même capable de réagir avec un autre acide gras, permettant ainsi la 

propagation de la peroxydation lipidique au niveau de la membrane cellulaire. La 

peroxydation lipidique conduit à la formation d’aldéhydes (tels que le malondialdéhyde ou le 

4-hydroxynonénal) qui présentent une forte réactivité vis-à-vis des protéines, des 

phospholipides et de l’ADN. Les effets majeurs de ces produits sont l’inhibition de la 

synthèse d’ADN, de la division cellulaire et l’induction de la mort des cellules tumorales 

(Biondo et al. 2008). 

Outre leur action inhibitrice des topoisomérases, les anthracyclines induisent un stress 

oxydant en produisant des radicaux libres. Ces derniers peuvent favoriser l’action cytotoxique 

de la drogue en entraînant la mort de la cellule tumorale par apoptose (Malhotra and Perry 

2003). Deux études in vivo ont montré que la sensibilisation aux anthracyclines des tumeurs 

mammaires de rat par les AGPI n-3 impliquait le stress oxydant (Colas et al. 2006; Germain et 

al. 1999). En effet, cette sensibilisation est annulée lorsque de la vitamine E (antioxydant) est 

ajoutée au régime alimentaire (Colas et al. 2006). A l’inverse, elle est augmentée par l’ajout 

de molécules pro-oxydantes (Germain et al. 1999). 

Cette relation entre les AGPI n-3 et le stress oxydant a également été retrouvée in 

vitro. En effet, la sensibilisation à la doxorubicine des cellules tumorales mammaires MDA-

MB-231 est annulée par l’ajout d’antioxydants (tels que l’α-tocophérol) et augmentée par 

l’ajout d’agents pro-oxydants (ménadione couplé à l’ascorbate de sodium) (Germain et al. 

1998). Les AGPI n-3, et particulièrement ceux à longue chaine, sont une cible idéale des 

radicaux libres produit par les anthracyclines du fait de leurs nombreuses insaturations. La 

sensibilisation des cellules tumorales mammaires augmente avec le nombre d’insaturations 

des acides gras polyinsaturés. En effet, le DHA, acide gras le plus péroxydable (6 doubles 

liaisons), entraîne la plus forte réponse des MDA-MB-231 à la doxorubicine (Germain et al. 

1998). 

Ainsi les AGPI n-3, après leur incorporation membranaire, potentialisent l’effet des 

anthracyclines en augmentant la peroxydation lipidique induite par les espèces réactives de 

l’oxygène. 
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Diminution des défenses antioxydantes. Il est connu que contrairement aux cellules 

normales, les défenses antioxydantes (telles que l’enzyme superoxyde dismutase à 

manganèse) de certaines cellules tumorales sont diminuées (Oberley 2002). La sensibilisation 

par le DHA des cellules tumorales MDA-MB-231 à la doxorubicine est accompagnée d’une 

augmentation des marqueurs de stress oxydant tels que les espèces réactives de l’oxygène 

(Vibet et al. 2008), le malondialdéhyde (produit de lipoperoxydation), le glutathion (utilisé 

pour détoxifier la cellule en cas de stress oxydant) et les hydroperoxydes lipidiques (Maheo et 

al. 2005) (Germain et al. 1998). De plus, il a été montré que les DHA diminuait l’activité de la 

glutathion peroxydase (enzyme antioxydante qui élimine les peroxydes d’hydrogène et les 

hydroperoxydes lipidiques) (Vibet et al. 2008) (Ding and Lind 2007) et de la superoxyde 

dismutase à manganèse (Ding et al. 2004). Dans les MCF-7, cellules dont la sensibilité à la 

doxorubicine n’est pas augmentée par le DHA, ces marqueurs ne sont pas augmentés (Maheo 

et al. 2005). De plus, il a été montré que, contrairement aux cellules tumorales, le DHA 

augmente l’activité de la glutathion peroxydase dans les cellules normales (plaquettes et 

cellules endothéliales) (Lemaitre et al. 1997) (Crosby et al. 1996). Ces études suggèrent que 

les AGPI n-3 sensibilisent certaines cellules tumorales aux traitements anticancéreux en 

diminuant leurs défenses antioxydantes. 

Cette action du DHA a également été observée in vivo chez le rongeur. En effet, 

l’augmentation de l’efficacité de la doxorubicine envers les tumeurs mammaires par les AGPI 

n-3 (DHA/EPA) alimentaires est associée à une diminution de l’activité de la glutathion 

peroxydase-1 (Vibet et al. 2008) et à une diminution du rapport de l’activité glutathion 

peroxydase /superoxyde dismutase (indicateur du stress oxydant) (Hardman et al. 2001). 

c. Modification de la signalisation cellulaire. 

Il existe au sein des membranes cellulaires des microdomaines membranaires connus 

sous le nom de rafts lipidiques dont font partie les cavéoles. Il a été décrit que l’incorporation 

des AGPI n-3 au sein de la membrane plasmique pouvait modifier la structure de ces cavéoles 

(Stillwell et al. 2005) (Schmitz and Grandl 2008). Ces dernières renferment un grand nombre 

de protéines (telles que eNOS ou Ras), de transporteurs et de récepteurs (tels que EGFR,  

VEGFR) impliqués dans la signalisation cellulaire. Ainsi, l’augmentation de l’incorporation 

des AGPI n-3 dans les membranes peut modifier la fonction de ces différentes protéines et de 

ce fait modifier la signalisation cellulaire (Ma et al. 2004). 
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Signalisation de EGFR et Her-2/neu (EGFR-2). EGFR-1 et Her-2 sont des 

récepteurs transmembranaires à activité tyrosine kinase de la famille des récepteurs à l’EGF. 

L’enrichissement en DHA de trois types de cellules tumorales (colon, sein, poumons) diminue 

le niveau de EGFR-1 présent dans les rafts lipidiques (Rogers et al. 2010). Cette diminution 

est associée à une augmentation de la quantité totale des récepteurs phosphorylés dans les 

cellules tumorales mammaires MDA-MB-231 (Schley et al. 2007). Cette phosphorylation de 

EGFR a été associée à l’activation de la P38 MAPK, protéine impliquée dans l’induction de 

l’apoptose des cellules. Une diminution de la prolifération et une augmentation de l’apoptose 

des MDA-MB-231 a en effet été observée après enrichissement des cellules en EPA et DHA 

(Schley et al. 2005). 

La surexpression de Her-2/neu est retrouvée dans de nombreux cancer et est associée à 

un mauvais pronostic (Nicholson et al. 2001). De plus, la diminution de son expression 

sensibilise les cellules tumorales aux taxanes (Ueno et al. 1997; Yu et al. 1998). In vitro, les 

AGPI n-3 sensibilisent les cellules tumorales MDA-MB-231 aux taxanes (paclitaxel et 

docétaxel) (Menendez et al. 2001) et diminuent de l’expression de Her-2/neu (Menendez et al. 

2005). 

Signalisation de PI3K/AKT. La voie de signalisation PI3K/AKT joue un rôle 

important dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires. Elle promeut la 

prolifération, la croissance, la différenciation et la survie cellulaire (Manning and Cantley 

2007) (Franke 2008). Cette voie de signalisation est souvent suractivée dans de nombreux 

cancers (Nicholson and Anderson 2002) et la surexpression d’AKT est souvent liée à la 

résistance des cellules tumorales à la doxorubicine (Clark et al. 2002), aux taxanes (Vara et al. 

2004) et au tamoxifène (DeGraffenried et al. 2003). L’inhibition de cette voie de signalisation 

par différents inhibiteurs augmente la sensibilité des cellules tumorales à la chimiothérapie 

(Clark et al. 2002) (Krystal et al. 2002) (Van Meter et al. 2006). Il a été montré que les AGPI 

n-3 inhibent la prolifération des cellules tumorales mammaires MDA-MB-231 (Schley et al. 

2005) et sensibilisent les MCF-7 au tamoxifène (DeGraffenried et al. 2003). Dans ces deux 

études, l’effet des AGPI n-3 (DHA et EPA) a été associé à une diminution de la 

phosphorylation d’AKT (Schley et al. 2005) et de son activité (DeGraffenried et al. 2003). 

Récemment, une étude a montré que le DHA et l’EPA diminuaient l’activité de PI3K et 

d’AKT dans un modèle de tumeurs mammaires chez la souris (Ghosh-Choudhury et al. 2009). 

Dans cette même étude, une augmentation de l’expression de PTEN (Phosphatase and 

TENsin homolog, antagoniste de l’activité de PI3K) et de l’apoptose (activation de la caspase-
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3 et inhibition des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL) a été observée dans les 

cellules MDA-MB-231 en culture (Ghosh-Choudhury et al. 2009). 

Signalisation de Ras. L’activation constitutive de la voie de signalisation de Ras joue 

un rôle majeur dans le développement et la progression tumorale (croissance, différentiation) 

(Seo et al. 2006) et est associée à la survie et à la résistance à l’apoptose des cellules 

tumorales. Plusieurs études ont rapportés que les AGPI n-3 pouvaient interagir avec cette de 

voie de signalisation. La localisation de Ras au niveau des membranes étant nécessaire à son 

activation (Ma et al. 2004), un blocage par les AGPI n-3 de la translocation de cette protéine 

au niveau des membranes plasmique par l’inhibition de la farnesyl-transférase (Singh et al. 

1998) aboutit à une inhibition de son activation (Seo et al. 2006) (Ma et al. 2004). L’inhibition 

de la voie de signalisation de Ras dans un modèle de cancer du colon chez la souris a été 

associée à un effet antitumoral des AGPI n-3 (Singh et al. 1997; Singh et al. 1998). 

d. Régulation de facteurs de transcription (PPAR, NF-κB) 

Les AGPI n-3 modulent l’expression de certains gènes notamment en régulant des 

facteurs de transcription comme par exemple les PPAR (Peroxysome proliferator-activated 

receptor) et le NF-κB (Guesnet 2005). 

PPAR. Le premier facteur de transcription qui a été identifié comme étant régulé par 

les AGPI est le PPARα (Jump 2002), membre de la famille des PPAR comprenant également 

les membres PPARβ (aussi mentionné comme PPARδ) et PPARγ. PPARγ fixe l’acide 

linoléique (18:2 n-6), l’acide alpha linolénique (18:3 n-3), l’acide arachidonique (20:4 n-6) et 

l’EPA (20:5 n-3) (Houseknecht et al. 2002). PPARα peut lier plusieurs types d’acides gras 

(saturés ou polyinsaturés) comme l’acide palmitique, l’acide oléique (18:1 n-9), l’acide 

linoléique, l’acide arachidonique et l’EPA (Larsson et al. 2004). Pour finir, PPARβ va lier 

l’acide palmitique, (16:0) l’acide dihomo-γ-linolénique (18:3 n-6), l’acide arachidonique et 

l’EPA (Berger and Moller 2002). 

Ces facteurs sont impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique, dans la 

prolifération et la différenciation cellulaires et dans l’inflammation (Grimaldi 2001). Activés 

par leurs ligands, les PPAR s’hétérodimérisent et se lient à des éléments de réponse situés au 

niveau des promoteurs des gènes cibles, les PPRE (élément de réponse aux PPAR) (Bardon et 

al. 2005). PPARα et PPARγ sont également connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires 
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(Larsson et al. 2004). Actuellement, le rôle des PPAR dans le cancer du sein reste 

controversé. En effet, il a été montré que l’activation de PPARγ par un ligand synthétique 

induit l’apoptose et inhibe la prolifération de cellules cancéreuses mammaires (MCF-7 et 

MDA-MB-231) ainsi que la croissance de tumeurs mammaires xénogréffées chez la souris 

(Elstner et al. 1998). A l’inverse chez des souris transgéniques, la surexpression constitutive 

de PPARγ dans le tissu mammaire est associée à une augmentation de la croissance tumorale 

(Koeffler 2003). Le rôle des PPAR dans le cancer reste encore à être éclairci. 

NF-κB. Le facteur de transcription NF-κB régule l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans la croissance, la prolifération, l’adhésion et la différenciation cellulaire et des 

tumeurs (Bharti and Aggarwal 2002; Garg et al. 2003; Yeh et al. 2003). L’inhibition de NF-

κB par une augmentation du gène represseur IκBα, augmente l’apoptose des cellules 

tumorales induite par divers agents anticancéreux en induisant. Ceci indique que NF-κB 

contribue à la chimiorésistance en induisant la résistance des cellules tumorales à l’apoptose 

(Bharti and Aggarwal 2002; Garg et al. 2003; Yeh et al. 2003). De plus, il est connu que NF-

κB augmente l’expression de la glycoprotéine-P (Pgp, récepteur transmembranaire de la 

famille des transporteurs ABC) (Bentires-Alj et al. 2003) (Zhou and Kuo 1997), contribuant 

ainsi au phénotype « multi-drogue résistant » (Lee et al. 2007). Chez des patientes atteintes 

d’un cancer du sein, cette surexpression de NF-κB, a été associée à une efficacité diminuée de 

la chimiothérapie (Montagut et al. 2006). Il a été montré que les AGPI n-3, en diminuant 

l’activité et l’expression de ce facteur de transcription, inhibent l’activation de la protéine 

AKT et de ce fait induisent l’apoptose des cellules MDA-MB-231 (Schley et al. 2005). 

e. Modification de la production des eicosanoïdes 

Les eicosanoïdes sont une famille de médiateurs lipidiques dérivés des AGPI n-3 et n-

6 et composés de 20 atomes de carbones (eicosa = 20). Ces molécules sont très actives 

biologiquement et présentent des activités très diversifiées. Ce sont des médiateurs de 

l’inflammation et de la réponse immunitaire qui peuvent jouer un rôle dans l’agrégation des 

plaquettes, la croissance et la différenciation cellulaire. Les acides gras précurseurs de la 

formation des eicosanoïdes sont, l’acide arachidonique (20:4 n-6), l’EPA (20:5 n-3) et le 

DHA (22:6 n-3) (figure 29). 
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Ces acides gras sont libérés des membranes plasmiques par la phospholipase A2 

(PLA2), puis servent de substrats à 3 classes d’enzymes à l’origine de la synthèse des 

eicosanoïdes (Larsson et al. 2004) (Greene et al. 2011). 

 Les cyclooxygénases (Cox). Ces enzymes catalysent la production des 

prostanoïdes des séries 2 et 3, parmi lesquelles on trouve les prostaglandines (PG), les 

prostacyclines (PGI), et les thromboxanes (TX). Il existe de 2 formes de cyclooxygénases. 

L’isoforme COX-1 est exprimée de façon constitutive dans divers tissus et permet le 

maintient d’un niveau basal de prostanoïdes et joue un rôle dans l’homéostasie tissulaire. A 

l’inverse, l’isoforme COX-2, faiblement exprimée dans certains tissus normaux (tels que les 

muqueuses intestinales) (Dubois et al. 1998), est induite rapidement lors de processus 

inflammatoires et au cours de la progression tumorale (Wang and Dubois 2010). L’isoforme 2 

de la cyclooxygénase peut être acétylée de manière irréversible par l’aspirine (Serhan et al. 

2004). L’enzyme COX-2 acétylée permet la synthèse des résolvines de série E et D (figure 

29). 

 Les lipoxygénases (Lox). Elles catalysent la biosynthèse des leucotriènes (LT) 

et des lipoxines (LX) des séries 4 et 5 ainsi que la synthèse des acides gras hydroxylés 

(HETE).  

 Les cytochromes P450 monooxygénages. Ils génèrent des acides gras 

hydroxylés (HETE) et époxylés (EET). Ces enzymes sont également impliquées dans la 

synthèse des résolvines de la série E. 
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Figure 29 : Biosynthèse des eicosanoïdes dérivés des AGPI n-6 et des AGPI  n-3. 

(D’après (Greene et al. 2011; Larsson et al. 2004)). Après conversion de l’acide linoléique et de l’acide α-linolénique en acide arachidonique et EPA, on assiste à la formation 

de deux types d’eicosanoïdes par les enzymes cyclooxygénase et lypoxygénase. Les eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique sont des prostanoïdes de la série 2 et des 

leucotriènes et lipoxines de la série 4 (c'est-à-dire, qui possèdent 2 et 4 doubles liaisons respectivement). Les eicosanoïdes dérivés de l’EPA sont des prostanoïdes de la série 3, 

des leucotriènes de la série 5 et des lipoxines. Plus récemment, il été découvert une nouvelle famille d’eicosanoïdes dérivés de l’EPA et du DHA : les résolvines et protectines. 

Abréviations. LA (acide linoléique), ALA (acide α-linolénique), GLA (acide γ-linolénique), DGLA(acide dihomo-γ-linolénique), AA (acide arachidonique), EPA (acide 

eicosapentaénoïque), DHA (acide docosahexaénoïque), COX (cyclooxygénase), LOX (lipoxygénase), CytP450 (cytochromes P450 monooxygénages), COX-2 acétylée 

(COX-2 acétylée par l’aspirine), PG (prostaglandines), PGI (prostacyclines), TX (thromboxanes), LT (leucotriènes). LX (lipoxines), RvE (résolvines série E), RvD (résolvines 

série D), PD (protectine ou docosatriène), HETEs (acides gras hydroxylés), EETs (acides gras époxylés). 
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Synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique et leurs rôles dans le cancer. 

Les enzymes responsables de la synthèse de ces eicosanoïdes sont décrites pour être 

impliquées dans le cancer. En effet, une surexpression de la cyclooxygénase-2, rapportée dans 

de nombreux cancers tels que les cancers colorectaux, de l’estomac, de l’œsophage, du foie, 

des poumons, de la prostate et du sein, est associée à une diminution du taux de survie des 

patients (de Groot et al. 2007). De plus, les lipoxygénases exprimées chez les humains, 5-

LOX, 12-LOX, et 15-LOX sont impliquées dans la progression de plusieurs types de tumeurs 

(poumons, prostate, colon et sein pour 5-LOX ; ovarien pour 12-LOX ; lymphome de 

Hodgkins et cancer colorectal pour15-LOX) (Greene et al. 2011). 

L’AGPI majoritairement présent dans les membranes cellulaires étant l’acide 

arachidonique, la plupart des eicosanoïdes produits sont des prostanoïdes dits de la série 2 

(PGD2, PGE2, PGI2 et TXA2), des leucotriènes (LTA4, LTB4) et des lipoxines (LXA4, LXB4) 

de la série 4, comportant respectivement 2 et 4 doubles liaisons (Larsson et al. 2004) (figure 

29). Ces eicosanoïdes présentent des effets pro-inflammatoires et jouent un rôle dans le 

cancer. Par exemple, la PGE2 est la prostaglandine la plus retrouvée dans les cancers humains 

(colon, sein, poumon) et promeut la croissance et l’angiogenèse tumorale (Greene et al. 2011). 

Le leucotriène LTB4, plus exprimé dans les tissus tumoraux que dans les tissus périphériques 

à la tumeur (Larre et al. 2008), peut promouvoir la croissance tumorale en inhibant l’apoptose 

(Hennig et al. 2004). L’acide gras hydroxylés 5-HETE stimule la prolifération des cellules 

cancéreuses et inhibe leur apoptose (Ghosh and Myers 1997; Ghosh and Myers 1998). Enfin, 

l’acide gras hydroxylés 12-HETE présente un rôle inducteur de l’angiogenèse, de la survie et 

de la prolifération cellulaire (Rose and Connolly 1999b). 

Inhibition de la synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique par les AGPI n-

3. 

Les phospholipases libèrent les AGPI des phospholipides de manière indépendante de 

la famille (n-3 ou n-6) à laquelle ils appartiennent. Ainsi, un enrichissement des membranes 

en AGPI n-3 peut diminuer la synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique 

(Calviello et al. 2009). Plusieurs études in vitro et in vivo ont montrés que les AGPI n-3 

entraient en compétition avec les AGPI n-6 à plusieurs niveaux :  
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i) Une supplémentation en AGPI n-3 diminue la disponibilité de l’acide arachidonique 

en le remplaçant partiellement dans les membranes (Larsson et al. 2004). Cette substitution 

est à l’origine de la diminution de la synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide 

arachidonique au profit de ceux dérivés de l’EPA et du DHA. 

ii) L’acide α-linolénique entre en compétition avec l’acide linoléique pour les 

désaturases (Δ-6 et Δ-5) et l’élongase (Figure 29 haut). De plus, les AGPI n-3 présentent une 

meilleure affinité pour ces enzymes, ainsi, ils diminuent la désaturation et l’élongation de 

l’acide linoléique en acide arachidonique (Rose and Connolly 1999) et par conséquent, 

diminuent la synthèse des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique. 

iii) Les AGPI n-3 sont compétitifs avec les AGPI n-6 vis-à-vis de la production 

d’eicosanoïdes par les cyclooxygénases (Bardon et al. 2005). En comparaison avec l’acide 

arachidonique, l’EPA est un substrat préférentiel des lipoxygénases (Grimm et al. 2002). 

iv) Les AGPI n-3 inhibent l’expression de la COX-2, ce qui aboutit à la diminution de 

la prostaglandine PGE2 (impliquée dans la croissance et l’angiogenèse tumorale) (Calviello et 

al. 2004). 

Les eicosanoïdes dérivés des AGPI n-3. 

A l’inverse des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique, ceux dérivés des AGPI 

n-3 présentent des propriétés anti-inflammatoires. L’EPA conduit à la formation de 

prostanoïdes de la série 3 (PGE3), de leucotriènes de la série 5 (LTB5, LTE5) et de lipoxines 

de la série 5 (Calder 2006) (figure 29). Récemment, l’équipe de Serhan et al. a mis en 

évidence l’existence d’une nouvelle famille de médiateurs lipidiques dérivés des AGPI n-3 

(EPA et DHA) qui contribuent à la diminution de l’inflammation et à la neuroprotection 

(Serhan et al. 2004). Il s’agit des résolvines et des protectines qui sont synthétisées par les 

enzymes lipoxygénases, la cyclooxygénase acétylée et les cytochromes P450. Les résolvines 

dérivées de l’EPA sont nommées résolvines de série E (RvE) et comprennent les RvE1 et 

RvE2. Les résolvines dérivées du DHA sont les résolvines de série D (RvD) et comprennent 

les RvD1, RvD2, RvD3 et RvD4. Ces molécules, synthétisées au cours du processus 

inflammatoire, permettent le retour à l’homéostasie des tissus en diminuant l’infiltration et 

l’activation (induite par NF-κB et l’anion superoxyde) des leucocytes polynucléaires (Levy 

2010). Les protectines, aussi connues sous le nom de docosatriènes, sont dérivées du DHA 

et nommées PD1 (Figure 29). Plusieurs types cellulaires participent à la biosynthèse des 
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protectines telle que les cellules microgliales et les cellules mononucléaires humaines. Les 

protectines, tout comme les résolvines, possèdent des propriétés immunorégulatrices 

puisqu’elles jouent le rôle de molécules anti-inflammatoires (Ariel and Serhan 2007). 

A l’heure actuelle, le rôle de ces eicosanoïdes dans les actions anti-tumorales des 

AGPI n-3 n’est pas encore connu.  

3. Mécanismes d’action des AGPI au niveau des cellules 

endothéliales 

L’action anti-tumorale des AGPI n-3 peut également être expliquée par leur potentiel 

anti-angiogénique. Des études in vitro ont montré que les AGPI n-3 diminuaient la migration 

et la formation de pseudocapillaires par des cellules endothéliales humaines (Tsuzuki et al. 

2007) et bovines (Tsuji et al. 2003; Yang et al. 1998). Cette inhibition était associée à une 

diminution in vitro de la synthèse de MMP2 et des ARNm de la MMP9, enzymes impliquées 

dans le remodelage de la matrice extracellulaire, nécessaire à la formation de nouveaux 

vaisseaux (Tsuzuki et al. 2007). Une autre étude a montré que le DHA induisait l’apoptose 

des cellules endothéliales en prolifération (Kim et al. 2005). Dans un modèle de tumeurs 

mammaires chez la souris, une supplémentation du régime alimentaire en huile de Menhaden 

(contenant 20% d’AGPI n-3) inhibe la croissance tumorale et diminue significativement la 

surface vasculaire (Mukutmoni-Norris et al. 2000). De plus, au laboratoire, dans un modèle de 

tumeurs mammaires chimioinduites chez le rat, la régression tumorale observée chez les 

animaux nourris avec le régime enrichi en AGPI n-3 a été associé à une diminution de la 

vascularisation avant et pendant la chimiothérapie (Colas et al. 2006).  

Les mécanismes par lesquelles les AGPI n-3 diminuent l’angiogenèse restent encore à 

clarifier mais plusieurs études ont permis d’éclaircir quelques uns de ces mécanismes. Une 

des cibles des AGPI n-3 est la voie de signalisation VEGF/VEGFR-2/AKT/NO. En effet, il a 

été rapporté que l’expression du récepteur au VEGF, le VEGFR-2 était diminuée dans les 

cellules endothéliales en culture enrichies en AGPI n-3 (Mukutmoni-Norris et al. 2000; 

Sterescu et al. 2006; Tsuji et al. 2003; Yang et al. 1998). Une étude menée in vivo a quant-à 

elle montré que les AGPI n-3 diminuaient les niveaux d’ARNm du VEGF-A (Tevar et al. 

2002). La phosphorylation d’AKT est également diminuée par les AGPI n-3 dans les cellules 

endothéliales. Cette diminution est associée à une induction de l’apoptose via l’activation de 
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la caspase-3 (Schaefer et al. 2008). Enfin, plusieurs études ont rapporté que les AGPI n-3, et 

notamment le DHA, pouvaient inhiber la synthèse de NO in vivo et in vitro. En effet, la 

synthèse de NO par les cellules du microenvironnement tumoral (macrophages) est diminuée 

lorsque les cellules sont enrichies en AGPI n-3 (Jeyarajah et al. 1999; Komatsu et al. 2003). 

Par ailleurs, une diminution de la phosphorylation (Ser1177) et de l’activité de la eNOS a été 

associée à une modification de la composition des cavéoles après incorporation des AGPI n-3 

dans les membranes (Gousset-Dupont et al. 2007) (Couloubaly et al. 2007). Ainsi, la 

diminution de la synthèse de NO par les AGPI n-3 peut expliquer leurs effets anti-

angiogénique. Cependant, les résultats concernant la modulation de la eNOS par les AGPI n-3 

restent contradictoires. In vitro, une augmentation de la phosphorylation de la eNOS par le 

DHA a été observée dans un modèle de cellules endothéliales humaine (Stebbins et al. 2008). 

Comme nous l’avons vu précédemment, les AGPI n-3 entraînent une diminution de la 

synthèse d’eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique. Or, certains de ces eicosanoïdes 

sont connus pour leurs propriétés pro-angiogéniques (Greene et al. 2011). L’EPA et le DHA 

diminuent in vitro l’expression de COX-2, de la PGE2, prostaglandine décrite pour induire la 

synthèse de VEGF (Dannenberg et al. 2005; Wang and Dubois 2010) et du 12-HETE. Ceci est 

associée à une diminution de l’expression du VEGF (Calviello et al. 2004), et à une inhibition 

de l’angiogenèse et du volume des tumeurs du colon (Calviello et al. 2004) et des tumeurs 

mammaires (Rose and Connolly 1999b) chez la souris.  

 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux modifications de la 

vascularisation induites par les AGPI n-3 afin de déterminer quelle est leur implication dans 

la sensibilisation des tumeurs mammaires au docétaxel. 
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Objectifs de la thèse 
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Les objectifs de cette thèse ont été établis à partir de précédents travaux menés au sein 

de notre laboratoire. Dans cette partie, nous verrons les résultats obtenus au cours de ces 

travaux qui nous ont permis de définir les différents axes de recherche qui ont orienté cette 

thèse. 
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I. Travaux précédents à la thèse 

Lors de deux précédentes études menées au laboratoire, il a été montré que les acides 

gras oméga-3 (AGPI n-3) étaient capables de sensibiliser les tumeurs mammaires aux 

traitements anticancéreux tels que la radiothérapie (Colas et al. 2004) et les anthracyclines 

(Colas et al. 2006). 

Une troisième expérimentation a montré que les AGPI n-3 apportés par l’alimentation 

augmentaient la sensibilité des tumeurs à un autre agent chimiothérapeutique appartenant à la 

classe des taxanes : le docétaxel. Dans cette étude, les animaux étaient séparés en deux 

groupes nutritionnels (un groupe contrôle et un groupe AGPI n-3). L’incorporation des AGPI 

n-3, apportés par l’alimentation, avaient été contrôlée par l’analyse de la composition en acide 

gras des phospholipides des tumeurs. Le tableau XI montre un enrichissement de 2,5 fois des 

taux d’AGPI n-3 (p < 0,001) dont une augmentation de 1,7 fois des taux de DHA (22:6 n-3, p 

< 0,001) dans le groupe nutritionnel AGPI n-3 en comparaison du groupe nutritionnel 

contrôle. Alors que l’EPA (20:5 n-3) n’était pas détecté dans le groupe nutritionnel contrôle, 

le régime alimentaire enrichi en AGPI n-3 avait conduit à la présence de 1,1 ± 0,15 % d’EPA 

dans les phospholipides. Le régime enrichi en AGPI n-3 montrait une diminution de 25 % des 

AGPI n-6 (p < 0,001). Aucune différence entre les deux groupes n’avait été observée pour les 

acides gras saturés. 
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Tableau XI : Composition en acides gras des phospholipides des tumeurs de rats nourris avec un régime 

contrôle ou un régime enrichi en AGPI n-3. 

Les acides gras ont été séparés par chromatographie en phase gazeuse. La surface des pics obtenus pour chaque 

acide gras est exprimée en pourcentage de la surface totale des pics. Moyenne ± SEM n = 8 rates dans chaque 

groupe. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Test de Mann-Whitney. 

 

Lorsque la taille des tumeurs atteignaient 2 cm
2
, les rats avaient reçu une injection de 

docétaxel (ip 6 mg/kg) chaque semaine pendant 6 semaines. La figure 30 montre les courbes 

d’évolution de la taille des tumeurs dans les deux groupes nutritionnels au cours des semaines 

de chimiothérapie. Alors que l’on assistait à une stagnation de la taille des tumeurs dans le 

groupe contrôle, les tumeurs du groupe AGPI n-3 régressaient de façon importante. En effet, 

dès 2 semaines de chimiothérapie, il avait été observé un début de régression tumorale de 10 

% (p < 0,05). En fin de traitement les tumeurs avaient régressé de 50 % (p < 0,01). 
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Figure 30 : Les AGPI n-3 augmentent la sensibilité des tumeurs au docétaxel (gauche : groupe 

nutritionnel contrôle ; droite : groupe nutritionnel AGPI n-3). 
Lorsque les tumeurs atteignaient 2 cm

2
, les rates recevaient une injection de docétaxel à 6mg/kg/semaine 

pendant 6 semaines (injections représentées par des flèches). Chaque point représente la moyenne de la taille des 

tumeurs ±SEM (n=21 dans chaque groupe). * p <0,05 et ** p <0,01, ANOVA pour mesures répétées suivi d’un 

test de FISHER LSD permettant de faire apparaitre la significativité des différences observées entre les deux 

groupes nutritionnels si elles existent. 

Au cours de cette étude, la densité et le volume vasculaires avaient été quantifiés 

respectivement par échographie Doppler puissance et par échographie avec agent de contraste 

(Sonovue®). Il est apparu que les AGPI n-3 entraînaient une diminution de la vascularisation 

des tumeurs mammaires, et ce avant même le début de la chimiothérapie. Les AGPI n-3 

peuvent donc être considérés comme des molécules ayant des propriétés anti-angiogéniques. 

Avant le début de la chimiothérapie, le volume vasculaire était diminué de 40% dans le 

groupe AGPI n-3 (Figure 31, p < 0,01) en comparaison du groupe contrôle. Au cours de la 

chimiothérapie le docétaxel a agit différemment sur la vascularisation en fonction du temps 

d’application. A 2 semaines, le docétaxel a entraîné une augmentation du volume vasculaire 

de 40% (p < 0,05) en comparaison des données du groupe contrôle avant chimiothérapie. Cet 

effet n’a pas été observé dans le groupe AGPI n-3. En fin de chimiothérapie (à la semaine 6), 

le docétaxel a eu un rôle anti-angiogénique aussi bien dans le groupe contrôle (diminution de 

50% par rapport au groupe contrôle à la semaine 0, p < 0,001) que dans le groupe AGPI n-3, 

mais avec un effet plus important dans ce dernier groupe (diminution de 50% par rapport au 

groupe contrôle à 6 semaines, p < 0,05). 
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Figure 31 : Diminution du volume vasculaire par les AGPI n-3 dans les tumeurs mammaires. 
Après induction et apparition des tumeurs mammaires, les rats recevaient une injection de docétaxel (6mg/kg) 

toutes les semaines pendant 6 semaines. Les échographies étaient réalisées sur les tumeurs des 2 groupes 

nutritionnels juste avant la chimiothérapie (tumeurs d’environ 2 cm
2
), au cours (semaine 2) et en fin (semaine 6) 

de chimiothérapie. La figure représente un paramètre vasculaire (AUC = aire sous la courbe) obtenu par 

échographie avec agent de contraste, le SONOVUE®. Les valeurs correspondent aux moyennes ± SEM (n 

compris entre 15 et 18 tumeurs par groupe. Test de Mann-Whitney :  

* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, en comparaison avec le groupe contrôle à la semaine 0. 

+ P < 0,05, en comparaison avec le groupe contrôle à la semaine 6. 

La pression partielle en oxygène avait été mesurée au cours de cette étude avant et 

après chimiothérapie dans les deux groupes nutritionnels. Avant la chimiothérapie, la 

moyenne des valeurs de PO2 mesurées était de 21 ± 11,6 mm Hg pour le groupe contrôle et 20 

± 11,9 mm Hg pour le groupe AGPI n-3. Dans cette étude, 25 % des tumeurs du groupe 

contrôle et 28 % des tumeurs du groupe AGPI n-3 étaient hypoxiques (PO2 < 10 mm Hg). 

Avant de débuter la chimiothérapie, les AGPI n-3 n’avaient modifié ni la PO2 ni l’hypoxie des 

tumeurs. 

En fin de chimiothérapie (6 semaines), aucune tumeur hypoxique n’avait été détectée 

dans les deux groupes nutritionnels. L’effet éventuel d’un enrichissement de l’alimentation en 

AGPI n-3 sur l’oxygénation des tumeurs en fin de chimiothérapie n’avait pas pu être montré. 

Ainsi, cette étude in vivo a montré que les AGPI n-3 apportés par l’alimentation 

étaient capables de sensibiliser les tumeurs mammaires aux taxanes. Cette 

chimiosensibilisation est associée à un effet anti-angiogénique des AGPI n-3, effet également 

observé avant la chimiothérapie. 
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II. Objectifs de la thèse 

Cette thèse a eu pour objectif principal de comprendre comment les AGPI n-3 

sensibilisent les tumeurs mammaires de rats au docétaxel. Parmi les différents mécanismes 

déjà décrits, la modulation de la vascularisation semble jouer un rôle important. L’étude 

précédente menée au laboratoire (Cf. page 134) a montré que la diminution de la quantité de 

vascularisation par les AGPI n-3 et la régression des tumeurs mammaires sous chimiothérapie 

sont associées. Cependant, diminuer la quantité vasculaire pourrait aboutir à la formation de 

zones hypoxique et à une diminution de la distribution de l’agent anticancéreux dans les 

tumeurs et, par conséquent à l’apparition de tumeurs résistantes aux traitements. Ces 

observations lèvent une question essentielle : comment les AGPI n-3 peuvent-ils augmenter la 

sensibilité des tumeurs mammaires au docétaxel tout en diminuant leur vascularisation ? 

Afin de répondre à cette question, 3 axes ont été définis :  

A. Effets d’une supplémentation du régime alimentaire en 

AGPI n-3 sur la qualité de la vascularisation 

Pour répondre à cet objectif, nous avons réalisé une intervention nutritionnelle dans un 

modèle de tumeurs mammaires chimio-induites (par injection de NMU) chez le rat. Excepté 

pour la durée de la chimiothérapie, nous nous sommes placés dans des conditions 

expérimentales identiques à l’expérimentation précédemment menée au laboratoire. 

Nous avons évalué l’effet d’un régime alimentaire riche en AGPI n-3 sur la qualité et 

la fonctionnalité de la vascularisation à l’aide de 3 paramètres. Les valeurs de pression 

interstitielle tumorale ainsi que l’extravasation tissulaire d’une molécule ont été évaluées. 

L’hypoxie des tumeurs a été mesurée de manière indirecte via l’étude de l’expression de la 

carbonique anhydrase IX (CAIX, marqueur moléculaire induit par l’hypoxie). 

Dans un second temps, afin de compléter les données échographiques obtenues 

précédemment, des casts ou empreintes vasculaires ont été réalisés et ont permis d’observer 

les vaisseaux sanguins de la tumeur en trois dimensions. 
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B. Effets du DHA sur les étapes de l’angiogenèse modélisées 

in vitro 

Au cours de la progression tumorale, le VEGF, synthétisé par les cellules tumorales, 

active les cellules endothéliales des vaisseaux avoisinants de la tumeur. Le VEGF aboutit à la 

synthèse du monoxyde d’azote, facteur ayant un rôle clé dans l’angiogenèse. 

A l’aide de culture primaire de cellules endothéliales, nous avons modélisé in vitro 

quatre étapes majeures de l’angiogenèse qui sont : prolifération, migration, formation de 

pseudocapillaires et perméabilité d’une monocouche de cellules endothéliales. Ces différents 

tests nous ont permis d’évaluer la réponse au VEGF de cellules endothéliales enrichies ou non 

en DHA. 

C. Déterminer les cibles moléculaires impliquées dans l’effet 

anti-angiogénique des AGPI n-3 

Cet objectif a eu pour but de déterminer les cibles moléculaires des AGPI n-3 pouvant 

expliquer les effets anti-angiogéniques que nous avons observé. 

Une étude portant sur les niveaux d’expression d’une centaine de gènes impliqués 

dans l’angiogenèse nous a permis de déterminer si les AGPI n-3 modifiaient l’expression de 

gènes impliqués dans l’angiogenèse. 

Une des principales voies de signalisation activée par la liaison du VEGF au VEGFR2 

est la voie de signalisation AKT / eNOS / NO. Nous avons étudié l’effet des AGPI n-3 sur 

l’induction par le VEGF de la phosphorylation des protéines AKT et eNOS au niveau des 

tumeurs mammaires, et de cellules endothéliales et  tumorales en culture. 
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Matériels et méthodes 
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I. Mesure in vivo des paramètres fonctionnels de la 

vascularisation tumorale 

A. Chronologie de l’expérimentation animale 

Une expérimentation animale a été menée au cours de cette thèse afin de mesurer les 

paramètres fonctionnels de la vascularisation tumorale. La chronologie de cette 

expérimentation est présentée dans la figure ci-dessous (figure 32). Nous détaillerons les 

étapes de notre expérimentation dans les différentes parties de ce chapitre. 

 

Figure 32 : Chronologie de l’expérimentation animale. 

Les tumeurs ont été induites par le NMU lorsque les rates étaient âgées de 47 jours. Les animaux ont par la suite 

été séparés en deux groupes afin de les soumettre à une intervention nutritionnelle. Cinq semaines après 

l’induction au NMU (N-Méthyl-N-Nitrosurée), les rates ont été palpées et les tumeurs ont commencées à être 

décelées 6 semaines après injection du NMU.  Les tumeurs ont été mesurées à l’aide d’un pied à coulisse. La 

première tumeur de chaque rate à atteindre la taille de 1,5 cm
2
, considérée comme la tumeur cible, a été choisie 

pour être instrumentée (implantation d’un capteur de pression dans la tumeur). Les instrumentations se sont 

déroulées de la semaine 8 à la semaine 14 (S8 à S14). Les mesures de pression interstitielle ont débuté 24 heures 

après l’instrumentation. Après 6 jours de stabilisation de la pression interstitielle, les rates ont subi une injection 

de docétaxel. Pendant 7 jours, les variations de la pression interstitielle ont été enregistrées. 30 minutes avant le 

sacrifice des animaux, du bleu d’Evans a été injecté chez les rates anesthésiées. La taille des tumeurs a été 

mesurée le jour de l’instrumentation, juste avant l’injection du docétaxel sous anesthésie, et une dernière fois au 

moment du prélèvement de la tumeur. A l’autopsie, les tumeurs ont été prélevées et congelées à -80°C. Un 

échantillon de la tumeur cible à été au préalable prélevé pour l’analyse de l’extravasation du Bleu d’Evans. 



 142 

B. Induction des tumeurs mammaires 

Nous avons utilisé 40 rates de race Sprague-Dawley en provenance de l’élevage 

JANVIER CERJ (Le Genest Saint Isle). Les rates, dont le poids au premier jour de l’étude 

était compris entre 120 et 170 grammes, ont été reçues 6 jours avant le début de l’étude 

(respect de la période d’acclimatation). Les animaux, placés à raison de 2 à 3 par cages et 

distingués par un marquage au niveau de la queue, ont été séparés de façon aléatoire en deux 

groupes de 20 animaux chacun. Les cages ont été placées à l’animalerie où la température 

était comprise entre 20 et 24°C avec un taux d’humidité d’environ 50% et où le cycle artificiel 

jour/nuit comprenait 12 heures de lumière et 12 heures de nuit. Les tumeurs mammaires ont 

été chimioinduites par un carcinogène, le NMU (N-Méthyle Nitrosourée, 25 mg/kg) sur des 

rates âgées de 47 jours (période de maturation des glandes mammaires). Les tumeurs sont des 

adénocarcinomes et se forment à partir des cellules de l’hôte. Elles sont décrites pour être bien 

vascularisées et sensibles aux œstrogènes (Thompson et al. 2002). L’incidence tumorale a été 

d’environ 90 %. 

C. Intervention nutritionnelle et suivi de la croissance 

tumorale 

La supplémentation nutritionnelle a débuté 2 jours après l’induction des tumeurs au 

NMU. Les deux groupes de rates ont reçu une alimentation comprenant 15 % de lipides. Pour 

les rates du premier groupe, nommé groupe contrôle, les 15 % de lipides correspondaient à 12 

% d’huile d’arachide et 3 % d’huile de colza. Pour le deuxième, groupe AGPI n-3, ils 

correspondaient à 8 % d’huile d’arachide, 2 % d’huile de colza et 5 % d’huile de poisson 

(Phosphotec, Saint Herblain, France) contenant 20% d’EPA (acide eicosapentaénoïque) et 

50% de DHA (acide docosahexaénoïque). La composition en acides gras (en % d’acides gras 

présents dans les 15% de lipides) des régimes nutritionnels contrôle et AGPI n-3 est présentée 

dans le tableau XII. 
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Tableau XII : Composition en acide gras des régimes nutritionnels contrôle et AGPI n-3. 

Les 2 régimes nutritionnels apportent chacun 15 % de lipides. Sachant que 15 % de lipides apportent 17 % de 

DHA et 7,7 % d’EPA, le régime AGPI n-3 apporte au final 2,5 % de DHA et 1% d’EPA. 

 

Dès la 5
ème

 semaine après injection du NMU, des palpations ont été effectuées chaque 

semaine. Les premières tumeurs sont apparues 6 semaines après induction. La taille des 

tumeurs a été mesurée deux fois par semaine à l’aide d’un pied à coulisse. La première tumeur 

à atteindre 1,5 cm
2
 a été définie comme tumeur cible pour la mesure de la pression 

interstitielle. 

D.  Mesure de la pression interstitielle (PI). 

Initialement conçue pour la mesure de la pression artérielle, la technique de mesure 

par télémétrie a été adaptée à la mesure de la pression interstitielle dans une tumeur (Schnell 
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et al. 2008). Elle permet le suivi de la pression interstitielle de façon continue chez un animal 

conscient et vigile. Cette technique présente l’avantage d’un suivi en temps réel de l’effet 

d’une molécule sur la pression interstitielle contrairement à la technique du « wick-in-

needle » ne permettant la mesure de la pression interstitielle qu’à un instant t sur un animal 

anesthésié. La technique que nous avons utilisé a consisté en l’implantation d’un capteur de 

pression dans la tumeur de l’animal (instrumentation), et permet l’enregistrement des valeurs 

de pression et d’activité de l’animal (système d’acquisition présenté dans la figure 33).  

 

Figure 33 : Système d’acquisition de la pression interstitielle. 
L’émetteur télémétrique (en bas à gauche) a été placé dans la cavité abdominal du rat et le capteur de pression 

a été implanté dans la tumeur mammaire. L’animal a ensuite été placé dans une cage située au dessus l’antenne 

réceptrice. Cette dernière était reliée aux matrices (conversion du signal) elles-mêmes reliées à l’ordinateur 

équipé du logiciel d’acquisition ART (Advance Research Technology, version 4.2, Data Science Inc). 

 

Pour procéder à l’instrumentation de la tumeur cible, les rates ont été anesthésiées par 

de l’isoflurane sous forme de gaz à 2,5 %. Le corps de l’émetteur (TL11M2-C50-PXT, Data 

Sciences Inc, figure 33) a été placé dans l’abdomen de l’animal. Le capteur a été tunnélisé 

sous la peau jusqu’à la tumeur. Une aiguille de diamètre égal à celui du cathéter a été insérée 

dans la tumeur pour faciliter l’implantation du cathéter à environ 0,5 cm de profondeur et a 

été fixé à l’aide d’une colle tissulaire (Histoacryl®). Les mesures de pression interstitielle 

débutent 24 heures après la chirurgie. Pour cela, les animaux sont placés dans des cages 

individuelles déposées au-dessus de l’antenne réceptrice (figure 33), celle-ci étant reliée à un 

ordinateur disposant d’un logiciel d’acquisition des données ART™ (Advance Research 

Technology, version 4.2, Data Sciences Inc). Les mesures sont faites en continu (à une 

fréquence de 500 Hz) avec un enregistrement des valeurs par intervalles de 10 secondes. Les 

données sont ensuite exportées grâce au module d’analyse fourni avec le logiciel ART et nous 

avons obtenu des valeurs moyennes de pression pour des intervalles de cinq minutes. En 
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parallèle, l’activité locomotrice des animaux a pu être déterminée grâce au corps de l’émetteur 

télémétrique. Les données sont exprimées en mouvement par minute. 

Les premières tumeurs instrumentées l’ont été 8 semaines après induction par le 

NMU. Les instrumentations se sont poursuivies jusqu’à 14 semaines après induction par le 

NMU. 

E. Chimiothérapie 

Une semaine après l’instrumentation des tumeurs (temps nécessaire à la stabilisation 

de la PI), la chimiothérapie a été initiée. Le docétaxel a été préparé juste avant le traitement. 

La chimiothérapie a consisté en l’injection d’une dose unique de docétaxel à 6 mg/kg par voie 

intra péritonéale (dose similaire à l’expérimentation animale précédente). Cette dose avait été 

choisie en fonction de ce qui est administré chez l’humain. En clinique, la dose est de 100 

mg/m
2
 avec une injection toutes les 3 semaines, ce qui équivaut à une dose hebdomadaire 

comprise entre 25 et 35 mg/m
2
. La dose équivalente chez le rat se situe aux alentours de 6 

mg/kg. 

F. Mesure de l’extravasation d’une molécule et autopsie 

Principe : Nous avons utilisé une molécule fluorescente, le bleu d’Evans, injecté en 

i.v. Son extravasation a été suivie par fluorescence. 

Une semaine après l’injection du docétaxel, les rats ont été anesthésiés avec du 

pentobarbital sodique (voie intrapéritonéale, 45 mg/kg). La solution de bleu d’Evans (25 

mg/kg) a été injectée dans la veine caudale du rat 30 minutes avant euthanasie (par dose létale 

de pentobarbital sodique) et autopsie de l’animal. La tumeur cible a été prélevée et un 

échantillon (1 cm
3
) a été recouvert de Tissue Tek® (Qiagen). L’échantillon, fixé par de 

l’isopentane à -50°C pendant 2 minutes a été conservé à -80°C. Des coupes de tumeurs de 20 

µm ont été réalisées dans un laboratoire situé à Nantes. Les coupes ont été montées sur lame 

et fixées à l’acétone (milieu de montage : Prolong Gold Antifade Reagent, Invitrogen). Nous 

avons analysé les lames et quantifié la fluorescence à l’aide d’un microscope à Epi-

fluorescence au grossissement X 100. L’excitation a été obtenue à l’aide d’une lampe à 

mercure (Nikon, C-SHG1) et d’un filtre Texas-Red (longueurs d’onde d’excitation et 

d’émission du bleu d’Evans : λ excitation = 540nm, λ émission = 610 nm). 3 photos par tumeur ont 
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été prises grâce au logiciel NIS-Elements Software (version 3.0) et l’intensité de la 

fluorescence du bleu d’Evans a été quantifiée à l’aide du système d’analyse Leica (Qwin, 

version 3.4.4). Pour cela, 256 niveaux de rouge ont été définis et appliqués à chacune des 

photos où le nombre de pixels appartenant à chaque niveau de rouge a été calculé. L’intensité 

de fluorescence a été déterminée pour chaque coupe de tumeurs des deux groupes 

nutritionnels. 

G. Empreinte vasculaire des tumeurs. 

Principe : L’empreinte vasculaire d’organes, ou « casting », consiste en la 

polymérisation d’une résine à l’intérieur des vaisseaux sanguins. Cette technique permet de 

visualiser la vascularisation de l’organe en 3 dimensions. (figure 34). 

 

Figure 34 : Exemple d’empreintes vasculaire obtenues après polymérisation de la résine et digestion des 

tissus. 

Empreinte vasculaire de poumons (à gauche) et d’un rein (à droite) de rat. 

Cependant, les casts obtenus pour les tumeurs sont fragiles et ne se maintiennent pas à 

sec. Afin de solutionner ce problème de conservation de l’empreinte vasculaire des tumeurs, 

nous avons amélioré la technique du CAST en ajoutant un agent de contraste à la résine. Ceci 

nous a permis de visualiser la vascularisation sous rayon X. Ainsi, toutes les données relatives 

à la vascularisation de la tumeur sont enregistrées sous fichier informatique. A posteriori, 

cette amélioration permettra de quantifier la vascularisation et de déterminer les diamètres des 

vaisseaux tumoraux. 

Trois rats (1 du groupe contrôle et 2 du groupe AGPI n-3 n’ayant pas reçu de docétaxel) 

ont été anesthésiés par du pentobarbital sodique à 60 mg/kg. L’apex du cœur a été incisé et un 

cathéter y a été inséré jusque dans l’aorte. Chaque rat a ensuite été perfusé avec 1L de milieu 

Krebs-Henseleit hépariné à 35°C (composition tableau XIII) avec une pression comprise entre 

100 et 150 mn Hg à l’aide du système Perfusion One™ (myNeuroLab, St Louis, MO). 

Lorsque le liquide ressortant de l’oreillette droite du cœur (préalablement incisée) était clair, 
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nous avons procédé à la perfusion du rat avec la résine PU4ii additionnée de l’agent de 

contraste, le Lipiodol (Guerbet). 

 

Tableau XIII : Composition du milieu de Krebs-Henseleit utilisé pour la perfusion des rats. 

60 mL de résine ont été préparés juste avant la perfusion du rat. 12 mL de Lipiodol 

(Guerbet, France), 36 g de résine PU4ii (VasQtec, Suisse) et 6 g de durcisseur ont été ajoutés 

à du pigment bleu (42 mg) dissout dans du solvant EMK (2-butanone, Sigma). 50 mL de ce 

mix ont été perfusés à la vitesse de 4 mL/minutes à l’aide d’une pompe à perfusion 

HARVARD. Après perfusion, l’animal est placé au moins 24 heures (temps nécessaire à la 

polymérisation totale de la résine) à 4°C. Le lendemain, les tumeurs ont été prélevées et 

placées dans du Formol à 4% puis envoyées au CIPA d’Orléans (Centre d’Imagerie du Petit 

Animal) afin d’y être analysées par un scanner à rayon X (équipé d’un système d’acquisition 

CT120, General Electric Healthcare). Les images ont été acquises puis reconstituées à l’aide 

d’un algorithme de reconstruction nous permettant d’obtenir des images en 3-dimensions avec 

une résolution volumétrique de 50 µm
3
 (micro View Analysis and release 2.3a7, GE 

Healthcare). 
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II. Culture cellulaire 

A. Type de cellules utilisées 

Les cellules HUVEC, provenant de la société Promocell (Allemagne), sont des 

cellules de veines de cordons ombilicaux humains issues d’un pool de donneurs. Ces cellules 

sont des cultures primaires, c’est à dire non immortalisées. Pour éviter toute dérive des 

cellules, nous les avons utilisé jusqu’au 5
ème

 passage maximum. Les cellules sont cultivées 

dans du milieu de croissance pour cellules endothéliales (Endothelial cell basal medium – 

MV) complété avec du sérum de veau fœtal (SVF, 5%), du supplément de croissance (ECGS, 

0,4%), du facteur de croissance épidermal (EGF, 10ng/mL), de l’héparine (90µg/mL) et de 

l’hydrocortisone (1 µg/mL).  

Les MDA-MB-231, MCF-7 et SKBR3 proviennent de chez ATCC. Ce sont des 

cellules cancéreuses épithéliales adhérentes issues d’adénocarcinomes mammaires. Elles sont 

cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contenant les éléments 

nécessaire à leur survie et à leur prolifération : vitamines, acides aminés, D-Glucose 4,5 g/L, 

L-Glutamine 584 mg/L et 3,7 g/L de NaHCO3. A ce milieu de base, 5 % de SVF (Lonza, 

France) sont ajoutés. 

Les MDA-MB-231 et les SKBR3 présentent une protéine suppresseur de tumeur (P53) 

mutée et non fonctionnelle et sont insensibles aux œstrogènes (Cailleau et al. 1974) (Trempe 

1976). Les cellules sont ensemencées à la densité de 5 000 cellules/cm
2
 et 9 000 cellules/cm

2
 

respectivement. 

Les MCF-7, à l’inverse des deux autres lignées, présentent une P53 normale et sont 

sensibles aux œstrogènes (Soule et al. 1973). Les cellules sont ensemencées à la densité de 

20 000 cellules/cm
2
. 

B. Culture des cellules 

Les cellules ont été cultivées dans une étuve où l’atmosphère est saturée en humidité, 

la température est à 37°C et l’air contient 5% de CO2. Lorsque les cellules sont trop 
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confluentes, cela entraîne des modifications dans leur comportement (inhibition de contact, de 

la prolifération, différenciation des cellules…). Il est nécessaire de contrôler ce paramètre en 

trypsinant de manière régulière (une fois par semaine) les cellules lorsqu’elles atteignent 80-

90 % de confluence. Toutes les cellules utilisées ont été décollées à l’aide de la trypsine 

(enzyme qui, par protéolyse, clive les liaisons cellules-cellules et cellules-support). Chaque 

trypsination correspond à un passage. 

C. Mesure de la prolifération des cellules endothéliales (test 

MTT) 

Principe : Le test MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphényle tétrazolium 

bromide) est une méthode colorimétrique basée sur la réduction des sels de tétrazolium. Ce 

test permet d’évaluer l’activité d’une enzyme mitochondriale : la succinate déshydrogénase. 

Cette enzyme transforme le sel de tétrazolium, de couleur jaune, en cristaux de formazan, de 

couleur violette. Après solubilisation de ces cristaux dans du Diméthyle Sulfoxide (DMSO), 

une lecture de la densité optique (DO) par spectrophotométrie est effectuée à la longueur 

d’onde de 570nm. L’intensité de la DO mesurée est directement proportionnelle au nombre de 

cellules vivantes. Ce test est utilisé pour déterminer de manière indirecte la prolifération des 

cellules et/ou la toxicité de molécules. 

Les cellules HUVEC ont été ensemencées dans des plaques 24 puits (2 cm
2
 par puits) 

à la densité de 5 000 cellules par cm
2
. i) Pour étudier l’effet du DHA sur la prolifération des 

HUVEC, les cellules ont été traitées par du DHA (5, 10 ou 30 µM), de l’acide oléique (acide 

gras monoinsaturé, 30 µM) ou de l’éthanol (contrôle) pendant 5 jours à raison d’un traitement 

tous les deux jours. ii) Pour étudier l’effet du DHA sur la sensibilité des cellules au docétaxel, 

les cellules ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 4 jours puis co-traitées par du docétaxel 

(0,1, 1 et 10 nM) pour une durée de 1 à 7 jours. 

A la fin du traitement, le milieu a été remplacé par 400 µL de MTT à 0,5 mg/mL 

(Sigma, France) pendant 1 heure à 37°C. Les cristaux de formazan ont ensuite été solubilisés 

dans 200 µL de DMSO pendant 30 minutes sous agitation et à l’abri de la lumière. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage de cellules viables dans la condition traitée par rapport 

à la condition contrôle (cellules traitées avec l’éthanol). 
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D. Mesure de la perméabilité d’une monocouche de cellules 

endothéliales 

Principe : La technique permet d’évaluer la perméabilité de la monocouche de cellules 

endothéliales en mesurant le passage d’une molécule fluorescente au travers de cette 

monocouche. La perméabilité de la monocouche a été testée en chambre de Boyden (Figure 

35) 

 

Figure 35 : Mesure de la perméabilité d’une monocouche de cellules endothéliales en chambre de Boyden. 

Les HUVEC ont été ensemencées (5 000 cellules par insert) sur des inserts (8 µm, 

Becton et Dickinson) préalablement coatés avec de la fibronectine bovine. Jusqu’à ce qu’elles 

atteignent la confluence (6 jours de culture), les cellules ont été traitées par du DHA 1 µM ou 

par de l’éthanol (contrôle) en présence de VEGF (0,5 ng/mL) tous les deux jours. Le jour de 

l’expérimentation, les cellules ont été sevrées en SVF pendant 4 heures puis 300 µL de milieu 

contenant du FITC-dextran (Sigma, masse molaire : 40 kDa) ont été déposés dans le 

compartiment supérieur (concentration finale de FITC-dextran : 1 mg/mL). La perméabilité 

basale a été déterminée 1 heure après addition de FITC (prélèvement de 20 µL dans le 

compartiment inférieur). Du VEGF (10 ng/mL), ou du PBS a ensuite été rajouté dans le 

compartiment supérieur et dans le compartiment inférieur (nouveau prélèvement de 20 µL 

dans le compartiment inférieur à la fin de la 2
ème

 heure). La fluorescence a été mesurée par un 

spectrofluorimètre (Hitachi, F-2500) dans une cuve en quartz aux longueurs d’onde 

d’excitation/émission de 492 / 520 nm. La quantité de FITC présente dans le compartiment 

inférieur a été déterminée à l’aide d’une gamme étalon de FITC-dextran (de 0 à 10 µg) (figure 

36). La perméabilité est exprimée par un rapport entre la quantité de FITC-dextran présent 

dans le compartiment inférieur en fin d’expérimentation (2 heures) et la quantité présente au 
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bout d’une heure : perméabilité = µg FITC2h / µg FITC1h. Une augmentation de la 

perméabilité se traduit par un rapport supérieur à 1. 

 

Figure 36 : Exemple de gamme étalon de FITC-dextran. 

L’équation de droite obtenue permet de déterminer la quantité de FITC-dextran présent dans l’échantillon. 

E. Tubulogenèse en 2-dimensions 

Principe : La tubulogenèse, ou formation de pseudo-capillaires, est un phénomène 

observable lorsque les cellules sont ensemencées sur du Matrigel® (BD, France). Le 

Matrigel® est une préparation liquide de membrane basale obtenue à partir d’un sarcome de 

souris (tumeur riche en matrice extracellulaire). Il est principalement composé de laminine 

(glycoprotéine de la lame basale), de collagène IV, de protéoglycane (à sulfate d’héparane) et 

d’entactine (glycoprotéine de structure) et mime ainsi la matrice extracellulaire. Les cellules y 

forment des pseudocapillaires en créant des extensions les unes vers les autres. 

Trois jours avant le début de l’expérimentation, les puits d’une plaque de culture de 24 

puits ont été coatés avec du Matrigel®. Ce dernier, décongelé dans de la glace pour éviter 

toute polymérisation, a été dilué au 1/3 dans du milieu de culture MV froid sans SVF. 400 µL 

de la dilution ont été déposés dans chaque puits. Ensuite, la plaque a été mise à 37°C pendant 

3 jours, temps nécessaire à la polymérisation du Matrigel®. Après un enrichissement de 5 

jours en DHA 5 µM, les cellules ont été ensemencées à raison de 36 000 cellules par puits 

coatés en présence ou non de VEGF (10 ng/mL). La formation des pseudocapillaires a été 

suivie toutes les 30 minutes pendant 3 heures. Des photos ont été réalisées sur le même champ 

pour chaque condition sous microscope au grossissement X 100. Le nombre de 

pseudocapillaires a été déterminé dans chacune des conditions. 
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F. Migration des cellules HUVEC en chambre de Boyden 

Principe : La technique consiste à évaluer la capacité des cellules endothéliales à 

migrer de façon verticale au travers d’une membrane poreuse en réponse à un stimulus 

chimioattractant. Le test de migration est réalisé en chambre de Boyden (schématisée dans la 

figure 37). 

 

Figure 37 : Evaluation de la migration en chambre de Boyden. 

La chambre de Boyden permet d’évaluer la capacité des cellules endothéliales à migrer de façon verticale au 

travers d’une membrane poreuse en réponse à un stimulus chimioattractant. 

 

Après avoir été enrichies en DHA 5 µM pendant 5 jours, 25 000 cellules ont été mises 

en suspension dans 200 µL de milieu de culture MV non complémenté (c'est-à-dire, sans SVF 

ni facteurs de croissance) et déposées dans le compartiment supérieur du dispositif 

expérimental. 800 µL de milieu chimioattractant (MV complémenté : SVF et facteurs de 

croissance) ont été ajoutés dans le compartiment inférieur. Le donneur de NO (DETA-NO, 

concentration finale : 10µM) ainsi que l’inhibiteur des NO synthases (L-NAME, 

concentration finale : 1mM) sont ajoutés dans les compartiments inférieur et supérieur. Le 

VEGF (concentration finale 10ng/mL) est quant à lui ajouté uniquement dans le compartiment 

inférieur. Les cellules HUVEC ont été stimulées par du VEGF de manière chronique 

(traitement pendant 5 jours) et/ou de manière aiguë (pendant les 5 heures de migration). 

Après 5 heures à l’étuve, les inserts ont été rincés dans du PBS avec Ca
2+

 et Mg
2+

 puis 

plongés 10 minutes dans du méthanol afin de fixer les cellules. Ces dernières, ont été rincées 

dans de l’eau distillée et colorées à l’hématoxyline. Les cellules restées sur la face supérieure 

de l’insert ont été retirées à l’aide d’un coton-tige ce qui nous a permis de compter 

uniquement les cellules ayant migré et adhéré à la face inférieure de l’insert (figure 38). Sous 

un microscope inversé au grossissement X 200, 5 photos de l’insert (environ 35 % de l’insert) 

ont été prises. Les cellules ont été comptées à l’aide le logiciel MesurimPro (logiciel gratuit 
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développé par JF Madre, Amiens). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules 

ayant migré et standardisés par rapport à la condition contrôle. 

 

Figure 38 : Cellules HUVEC colorées à l’hématoxyline situées sur la face inférieure de l’insert après leur 

migration en chambre de Boyden. 

G. Migration transendothéliale des cellules tumorales 

Principe : La technique consiste à évaluer la capacité des cellules tumorales à adhérer 

à la monocouche de cellules endothéliales puis à migrer au travers de cette monocouche ainsi 

qu’au travers de la membrane de l’insert. Le test de migration transendothéliale est réalisé en 

chambre de Boyden (figure 39) où des cellules endothéliales sont préalablement ensemencées 

afin de former une monocouche. 

 

Figure 39 : Evaluation de la migration transendothéliale en chambre de Boyden. 

La technique consiste à évaluer la capacité des cellules tumorales à adhérer à la monocouche de cellules 

endothéliales puis à migrer au travers de cette monocouche ainsi qu’au travers de la membrane de l’insert  

Les cellules HUVEC et MDA-MB-231 ont été pré-enrichies par du DHA 10 µM 

pendant 5 jours. 24 heures avant l’expérimentation, les cellules HUVEC ont été ensemencées 

à raison de 100 000 cellules par insert (au préalable coaté par du collagène IV) et les cellules 
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MDA-MB-231 ont été sevrées en SVF. Le jour de l’expérimentation, les cellules MDA-MB-

231 ont été marquées avec 15µM d’un traceur fluorescent (Bodipy® : 8-chloromethyl-4,4-

difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, figure 40) pendant 45 minutes. 

Après centrifugation, 50 000 cellules MDA-MB-231 ont été déposées dans du milieu MV non 

complémenté (qsp 200 µL) dans le compartiment supérieur de la chambre de Boyden où se 

trouve la monocouche de cellules endothéliale. 800 µL de milieu chimioattractant (milieu MV 

complémenté ± VEGF 5 ng/mL) ont été ajoutés dans le compartiment inférieur de la chambre 

(puits). 

 

Figure 40 : Structure biochimique du Bodipy®. 

D’après http://probes.invitrogen.com/media/structure/1333.jpg 

 

Après 14 heures à l’étuve, les inserts ont été rincés dans du PBS avec Ca
2+

 et Mg
2+

, 

puis plongés 15 minutes dans du formaldéhyde 3,7 % afin de fixer les cellules. Les cellules 

restées sur la face supérieure de l’insert ont été retirées à l’aide d’un coton-tige ce qui nous a 

permis de compter uniquement les cellules qui ont migré et adhéré à la face inférieure de 

l’insert. A l’aide d’un microscope à Epi-fluorescence inversé et équipé d’un filtre GFP, seules 

les MDA-MB-231 marquées ayant migré ont été visualisées (figure 41). 5 photos de l’insert 

(environ 35 % de l’insert) ont été prises. Les cellules ont été comptées à l’aide le logiciel 

MesurimPro. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules ayant migré et 

standardisés par rapport à la condition contrôle. 
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Figure 41 : Cellules tumorales marquées au Bodipy® après migration au travers d’une monocouche de 

cellules endothéliales. 
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III. Identification des cibles moléculaires des AGPI n-3 

A. Etude par western blotting de la voie de signalisation 

VEGF/AKT/eNOS. 

Principe : La technique du western blot permet d’étudier de façon ciblée l’expression 

des protéines présentes dans les échantillons. Elle est basée sur la reconnaissance des 

protéines d’intérêts par des anticorps spécifiques. En fonction de leur poids moléculaire, les 

protéines sont séparées sur un gel de polyacrylamide en présence de SDS (Sodium Dodecyl 

Sulfate). Elles sont transférées sur une membrane synthétique en PVDF (Polyvinylidène 

fluoride). La membrane est incubée en présence des anticorps primaires, qui vont reconnaitre 

la protéine d’intérêt, et avec des anticorps secondaires couplés à une enzyme HRP qui, en 

présence d’un substrat, permet de visualiser la protéine d’intérêt. 

1. Extraction et dosage des protéines 

Les extractions protéiques ont été réalisées en utilisant un tampon de lyse 

(composition tableau XIV). 
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Tableau XIV : Composition du tampon d’extraction des protéines. 

Le Nonidet P40 (NP40) et le déoxycholate solubilise les membranes. Les anti-phosphatases : NaF (Sodium 

Fluoride), β-GP (β-glycérophosphate), orthoV (Sodium Orthovanadate) et NaPP (Sodium pyrophosphate 

décahydrate) et des anti-protéases (en cocktail, Sigma P2714) conservent l’intégrité des protéines.  

a. Extraction des protéines de cellules endothéliales 

Les cellules HUVEC, ensemencées dans des flacons de 175 cm
2
 à la densité de 1 500 

cellules/cm
2
, ont été enrichies par du DHA 5 µM pendant 5 jours. Pour l’étude de la protéine 

eNOS et de sa forme phosphorylée (eNOS-P), les cellules ont été stimulées 1 heure par du 

VEGF 10 ng/mL. Pour l’étude de la protéine AKT et de la forme phosphorylée (AKT-P), 

elles ont été stimulées 10, 20, 30 et 60 minutes par du VEGF 10 ng/mL. Pour l’étude du 

VEGFR2 et de la forme phosphorylée (VEGFR2-P, Tyr1175), les cellules ont toutes été 

cultivées pendant 5 jours en présence de VEGF 5 ng/mL. 

Après stimulation par le VEGF, le milieu de culture a immédiatement été retiré et 

remplacé par du PBS sans Ca
2+

 ni Mg
2+

 froid et les flacons de culture disposés sur de la glace. 

Les cellules ont été grattées à l’aide d’un râteau dans le PBS froid puis centrifugées 7 minutes 

à 1 000 g. Le culot cellulaire a été repris dans le tampon de lyse et maintenu 15 minutes à 4°C 

avant d’être à nouveau centrifugé 10 minutes, à 8 000 g et à 4°C. Le surnageant a été récupéré 

et conservé à -80°C.  



 158 

b. Extraction des protéines de cellules tumorales 

Les cellules tumorales ont été ensemencées dans des flacons de 75 cm
2
 à la densité de 

5000 cellules/cm
2
 pour les MDA-MB-231, 20 000 cellules/cm

2
 pour les MCF-7 et 9 000 

cellules/cm
2
 pour les SKBR3. Les cellules MCF-7 SKBR3 et MDA-MB-231 ont été enrichies 

par du DHA 10 µM. Les protéines, extraites de façon similaire aux protéines de cellules 

endothéliales, sont conservées à -80°C 

c. Extraction des protéines de tumeurs 

Les tumeurs utilisées ici proviennent de l’expérimentation animale précédente (dont les 

principaux résultats ont été présentés dans la partie « objectifs » du manuscrit. 

100 mg de tissu tumoral ont été nécessaires pour réaliser l’extraction protéique. Les 

échantillons de tumeurs ont été déposés dans le tampon de lyse et broyés à l’ultraturax à petite 

vitesse (entre 11 000 et 13 000 tours/minutes). Ils ont ensuite été centrifugés pendant 10 

minutes à 8 000 g et à 4°C. Le surnageant a été récupéré et stocké à -80°C. 

d. Dosage des protéines 

Principe : La technique utilisée, dérivée de la méthode du Biuret, est un dosage 

colorimétrique basé sur la réduction des ions Cu
2+

 en ions Cu
+
 par les liaisons peptidiques des 

protéines en milieu alcalin (kit BCA, Interchim, France). L’ajout de l’acide bicinchoninique 

(BCA) entraîne la chélation des ions Cu
+
 et forme un complexe soluble de coloration violette 

mesurable par spectrophotométrie. L’absorbance est directement proportionnelle à la 

concentration en protéines.  

25 µL d’échantillon (5 µL d’échantillon + 20 µL de tampon de lyse) avec 200 µL de 

réactif BCA ont été déposés dans une plaque 96 puits. L’ensemble a été incubé 30 minutes à 

37°C, puis la densité optique a été lue au spectrophotomètre (Spectra Max 190, Molecular 

devices) à la longueur d’onde de 562 nm. Une gamme étalon, avec des concentrations 

croissantes de BSA (Bovine Serum Albumin), a également été réalisée. L’équation de la 

droite de régression obtenue avec cette gamme a été utilisée pour déterminer la concentration 

en protéines de chaque échantillon. 
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2. Séparation des protéines par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide 

Principe : Les protéines, dénaturées et chargées négativement par le SDS (détergeant 

ionique qui détruit les structures secondaire et tertiaire des protéines), vont migrer sous l’effet 

d’un courant électrique dans un gel de polyacrylamide et être séparées en fonction de leur 

poids moléculaire. Le gel forme un maillage plus ou moins dense (en fonction de son 

pourcentage d’acrylamide) au travers duquel les protéines vont migrer. Un faible pourcentage 

d’acrylamide permet de séparer les protéines de haut poids moléculaire, et à l’inverse, les 

protéines de petit poids sont plus facilement séparées dans un gel de haut pourcentage 

d’acrylamide.  

Le gel de séparation (dans notre cas, à 7,5 % d’acrylamide) a été coulé avant le gel de 

séparation. La polymérisation des gels est possible grâce à l’ajout de TEMED (N-N-N’-N’-

tétraméthylène diamine) et d’APS (Ammonium persulfate). Le gel de concentration permet de 

concentrer les échantillons et la formation de puits de dépôt (par l’intermédiaire d’un peigne 

placé pendant la polymérisation du gel). 20 µg de protéines issues des cellules tumorales et 

endothéliales et 60 µg des protéines de tumeurs ont été utilisés. 1/5 de tampon d’échantillon 

5X contenant l’agent dénaturant (le SDS), un agent réducteur (β-mercaptoéthanol, réduisant 

les ponts disulfures) et du bleu de bromophénol (permet de visualiser le front de migration) 

composition tableau XV) a été ajouté aux échantillons. Ces derniers ont ensuite été chauffés 3 

minutes à 96°C. En parallèle, un marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Protein 

Standard, Dual Color, Bio-Rad, France) a été déposé dans un des puits du gel. 

 

Tableau XV : Composition du tampon d’échantillon 5X 
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La migration des protéines a été réalisée à un voltage constant de 150 volt pendant 1 

heure et 30 minutes dans du tampon d’électrophorèse (Tris base : 25 mM, SDS : 0,1 %, 

Glycine : 192 mM, pH : 8,3) 

3. Électrotransfert des protéines sur membrane PVDF 

Les protéines sont transférées sur une membrane synthétique PVDF (Immobilon P 

transfert membrane, Millipore, France) dans un module de transfert (Bio-Rad) en présence de 

tampon de transfert (Tris base : 30,9 mM, Glycine : 239 mM, Méthanol : 20 %, pH : 8,3). De 

la cathode (-) vers l’anode (+), ont été déposés : une éponge et une feuille de papier 

Whatmann imbibées de tampon de transfert, le gel contenant les protéines, la membrane 

PVDF (préalablement activée dans du méthanol puis réhydratée dans du tampon de transfert) 

et à nouveau une feuille de papier Whatmann et une éponge imbibées de tampon de transfert. 

Le transfert a été réalisé à ampérage constant (120 mA par gel) pendant 90 minutes. 

4. Hybridation des anticorps et révélation. 

Après le transfert, la membrane a été incubée pendant 1 heure sous agitation à 

température ambiante dans 10 mL de TTBS (Tris base : 10 mM, NaCl : 150 mM et Tween 0,1 

%) contenant 3 % de lait en poudre écrémé. Cette étape permet de saturer en protéines de lait 

les sites de fixation non spécifique de la membrane. Les anticorps primaires ainsi que les 

anticorps secondaires (couplés à la péroxydase : HRP) sont dilués dans 5 mL de TTBS 

(Tween 0,1%) contenant 1 % de lait en poudre écrémé. Le tableau suivant présente les 

différents anticorps utilisés. 
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Tableau XVI : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les études en western blotting. 

La membrane a été incubée toute la nuit à 4°C sous agitation dans cette solution 

d’anticorps. La membrane a été lavée 3 fois pendant 12 minutes avec du TTBS (Tween 0,05 

%) puis révélée grâce au kit ECL (Pierce® ECL Western blotting Substrate, Thermo-

scientific, USA). L’anticorps primaire fixé à la protéine d’intérêt est reconnu par les anticorps 

secondaires couplé à la péroxydase. Cette enzyme catalyse l’oxydation du luminol en 

présence de peroxyde d’hydrogène et crée une chemiluminescence qui est détectée par un film 

photographique. Le film a été scanné et l’image a été analysée par densitométrie. Les 

quantifications des bandes obtenues ont été réalisées à l’aide du logiciel Quantity One (Bio-

Rad). 
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B. Exploration des gènes impliqués dans l’angiogenèse par 

PCR quantitative. 

Dans un premier temps, l’exploration des gènes impliqués dans l’angiogenèse a été 

réalisée à l’aide d’un criblage par puces (plaques de 96 puits, Superarray) de 84 gènes 

(Annexe 1). Six tumeurs par groupe nutritionnels ont été sélectionnées en fonction de leur 

réponse à la chimiothérapie. Les tumeurs sélectionnées dans le groupe nutritionnel contrôle 

présentaient une forte densité vasculaire (mesurée par échographie Doppler puissance) ainsi 

qu’une faible régression de leur taille. A l’inverse, les tumeurs sélectionnées dans le groupe 

nutritionnel AGPI n-3 présentaient une faible densité vasculaire ainsi qu’une régression 

importante de leur taille. 

Dans un second temps, nous avons élargi l’étude pour quelques gènes sur un plus 

grand nombre de tumeurs. 

1. Extraction des ARN 

L’extraction des ARN totaux des tumeurs mammaires de rates a été réalisée dans du 

TRIZOL (TRIzol® reagent, Invitrogen) selon le protocole d’extraction fourni par Invitrogen. 

Chaque extraction a été réalisée à partir de 50 à 100 mg de tissu tumoral congelé. Les 

échantillons ont été déposés dans un tube contenant 1 mL de TRIZOL puis broyés et 

homogénéisés à l’ultraturax à petite vitesse (entre 11 000 et 13 000 tours/minute). Après 

incubation de 5 minutes à température ambiante (dissociation complète des complexes 

nucléoprotéiques), du chloroforme (0,2 mL par mL de TRIZOL) a été ajouté. L’ensemble a 

été homogénéisé puis centrifugé 15 minutes à 4°C à 12 000 g (obtention de 3 phases). Les 

ARN, qui se trouvaient dans la phase aqueuse, ont été récupérés, précipités toute une nuit à -

80°C dans de l’isopropanol (0,5 mL), puis culottés par centrifugation à 12 000 g à 4°C 

pendant 10 minutes. Après lavage du culot avec de l’éthanol à 75 % (dilué dans de l’eau sans 

RNase ni DNase) et centrifugation (7 500 g, 4°C, 5 minutes), les ARN ont été dissous dans 

l’eau sans RNase ni DNase.  

Les ARN ont ensuite été purifiés (traitement par de la DNase) à l’aide du kit de 

purification sur colonne de silice de chez MACHEREY-NAGEL (France, Total RNA 

Isolation Nucleospin® RNA II) selon le protocole fournit par le fabriquant. Les ARN ont été 

élués avec 50 µL d’eau sans RNase ni DNAse puis conservés à -80°C. 
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2. Dosage des ARN 

Les ARN ont été dosés en tampon TRIS (5 mM, pH : 8,5) par spectrophotométrie en 

comparant l’absorbance à 3 longueurs d’onde : 230, 260 et 280 nm. La longueur d’onde 260 

nm correspond à l’absorbance maximal des acides nucléiques et permet de déterminer la 

quantité des ARN présents dans l’échantillon. Une unité d’absorbance à 260 nm correspond à 

40 µg/mL d’ARN totaux simple brin. L’absorbance obtenue à 280 nm reflète la contamination 

en protéine et celle obtenue à 230 nm reflète la contamination par le solvant utilisé lors de la 

purification des ARN. Idéalement, le rapport DO (260/280) doit avoisiner 2, signifiant une 

faible contamination protéique. Le rapport DO (260/230) doit être supérieur à 1,7. 

Afin de contrôler l’intégrité des ARN, nous avons réalisé une séparation par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1,2 % en conditions dénaturantes. Nous avons vérifié sous 

lumière UV la présence nette de deux bandes correspondant aux ARN ribosomaux 18 et 28S 

et l’absence de smear correspondant à la dégradation des ARN. 

3. Transcription inverse des ARN en ADN complémentaire 

Les ARNm sélectionnés pour l’étude des gènes par puces à oligonucléotides ont été 

rétrotranscrits à l’aide du kit fournit par le fabriquant et conservés à -20°C jusqu’à leur 

utilisation lors de la PCR quantitative. 

Pour l’étude des gènes sur un plus grand nombre de tumeurs, tous les ARNm ont été à 

nouveau rétrotranscrits à l’aide du kit “Ready-To-Go” (Ready-To-Go You-Prime First-Strand 

Beads, GE Healthcare). Les différents réactifs et enzymes : tampon, nucléotides triphosphates 

(dNTP), transcriptase inverse (FPLCpure™), RNAguard™ (pour éviter la dégradation de 

l’ARN), sont contenus dans des billes sous forme lyophilisée. Les ADNc ainsi obtenus ont été 

stockés à -20°C jusqu’à leur utilisation en PCR quantitative. 
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4. Quantification des ARN : Réaction de polymérisation en 

chaine quantitative en temps réel (Q-PCR) 

a. Principe de la Q-PCR 

Une réaction de PCR comprend 3 étapes (figure 42). Une première étape à 95°C 

permet la dénaturation de l’ADN double brin en ADN simple brin. La deuxième étape permet 

aux amorces spécifiques de la séquence à amplifier de s’hybrider à l’ADN simple brin. La 

température permettant cette étape est choisie en fonction des amorces utilisées et se situe en 

général entre 40 et 60°C. Enfin, une troisième étape à 72°C, phase d’élongation, permet à une 

ADN polymérase (Taq Polymérase) de synthétiser le brin complémentaire de l’ADN matrice 

à partir de l’amorce. Ce brin complémentaire est synthétisé grâce aux désoxyribonucléotides 

(dNTP) libres présents dans le milieu réactionnel. Lors de cette phase, le SYBRGreen 

(Invitrogen, France) s’intercale dans l’ADN double brin, émet un signal de fluorescence (λ 

excitation = 494 nm, λ émission = 521 nm) et nous permet de suivre en temps réel la quantité de 

matériel nouvellement synthétiser. La mesure de la fluorescence, exprimée en unité relatives 

de fluorescence : RFU, est réalisée à la fin de la phase d’élongation, quand la totalité de 

l’ADN synthétisé est sous forme de double brin. 

 

Figure 42 : Les 3 étapes d’une réaction de PCR quantitative. 
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Au cours de la réaction de PCR, 3 phases sont observées (figure 43). Tout d’abord, i) 

une phase d’initiation au cours de laquelle l’intensité de fluorescence est égale au bruit de 

fond, signifiant que les amplicons synthétisés ne sont pas en quantité suffisante pour être 

détecté. Ensuite, nous observons ii) une phase exponentielle, où on observe un doublement de 

la quantité des amplicons à chaque cycle de PCR. L’accumulation des produits de PCR 

entraîne une variation de la fluorescence suffisante pour que les valeurs de celle-ci dépassent 

la ligne seuil du bruit de fond. On parle ainsi de cycle seuil ou Ct pour caractériser le nombre 

de cycles de PCR nécessaires à l’apparition d’un signal de fluorescence. Le Ct est directement 

lié au nombre de copie d’un gène. Enfin, nous assistons à iii) une phase de saturation, où 

l’accumulation des produits, l’inactivation thermique de l’ADN polymérase ou la diminution 

des dNTP et des amorces ralentissent puis inhibent la PCR. 

 

Figure 43 : Suivi en temps réel de l’amplification d’un fragment d’ADNc par PCR. 

L’amplification du fragment d’ADNc est suivie grâce à un agent intercalant fluorescent : le SYBrGreen. La 

fluorescence est exprimée en RFU en fonction du nombre de cycle de PCR. Trois phases peuvent être identifiées. 

La phase d’initiation, où la fluorescence est du même ordre que le bruit de fond. Une phase exponentielle, où la 

fluorescence dépasse la ligne seuil du bruit de fond, permettant de déterminer un cycle seuil ou Ct. Une phase de 

saturation correspondant à une inhibition de la réaction de PCR. 
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b. Analyse de l’expression des gènes par PCR quantitative 

Lors de l’analyse des gènes de l’angiogenèse par puces à oligonucléotides, 1 µg 

d’ANDc a été réparti sur les 96 puits des plaques où chaque puits contient les amorces 

spécifiques d’un gène. La Q-PCR a été réalisée sur le thermocycler : iCycler (Bio-Rad) selon 

le protocole fourni par Superarray : 1 cycle de 10 minutes à 95°C, 40 cycles de 15 secondes à 

95°C (étape de dénaturation) puis de 1 minutes à 60°C (étape d’hybridation des amorces et 

d’élongation). Pour déterminer les niveaux d’expression des gènes impliqués dans 

l’angiogenèse, nous avons utilisé une méthode de quantification relative, la « méthode 

comparative des Ct » (Livak and Schmittgen 2001). Cette méthode consiste à comparer 

l’expression d’un gène cible (exprimée en Ct) dans une tumeur du groupe AGPI n-3 à 

l’expression de ce même gène cible dans une tumeur du groupe contrôle. L’expression de ce 

gène cible est normalisé par le Ct d’un ou plusieurs gène(s) de ménage. Dans les plaques 

Superarray, 5 gènes de ménage ont été utilisés : Rplp 1 (protéine ribosomale), Hprt 

(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase), Rpl13a (protéine ribosomale), Ldha 

(Lactate déshydrogénase A) et Actb (Actine bêta). 

Nous pouvons exprimer un ΔCt = Ct (gène cible) – Ct (gène(s) de ménage). La 

comparaison des ΔCt entre les ARN de tumeurs AGPI n-3 et les ARN de tumeurs contrôle 

aboutit à : ΔΔCt = ΔCt (groupe AGPI n-3) – ΔCt (groupe contrôle). Le rapport du taux 

d’ARNm du gène cible entre les tumeurs AGPI n-3 et les tumeurs contrôle est donné par la 

formule suivante : Q = 2
-ΔΔCt

. Cette formule suppose que l’efficacité d’amplification des 

amorces soit proche de 100 %.  

L’analyse des gènes VEGF-B, épiréguline et carbonique anhydrase IX sur un plus 

grand nombre de tumeurs par PCR quantitative a été réalisée dans des plaques 96 puits avec 2 

ng d’ADNc. Le choix des séquences des gènes à amplifier a été effectué à partir de la 

séquence de nucléotides complète du gène d’intérêt présent dans les bases de données 

informatiques (GeneBank). Les séquences d’amorces les mieux adaptées pour l’amplification 

de la séquence d’ADNc ont été sélectionnées. Nous avons utilisé le logiciel Primer 3 qui nous 

a fourni plusieurs couples d’amorces possibles. La taille du fragment à amplifier, la taille des 

amorces (qui doit être comprise entre 18 et 30 nucléotides), le pourcentage de GC (compris 

entre 40 et 60 %) ou encore la température de fusion des amorces (proche de 60°C) nous ont 

permis de choisir le couple d’amorces adéquat. L’efficacité des amorces a été déterminée au 

préalable. Chaque puits contient 1 µL des amorces sens et antisens (12,5 pmol/µL), 13 µL de 
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mix Platinum SYBrGreen® (SYBrGreen®, ADN Taq polymérase, MgCl2, dNTP) qsp 25 µL 

avec de l’eau sans nucléase. Des blancs, obtenus avec le même mélange que ci-dessus mais 

sans ADNc, sont déposés dans des puits afin de vérifier que la PCR n’amplifie pas de dimère 

d’amorces. Le programme de température utilisé a été : 1 cycle de 10 minutes à 95°C, 40 

cycles de 15 secondes à 95°C (étape de dénaturation) puis de 30 secondes à 52°C (étape 

d’hybridation des amorces) et de 1 minute à 72°C (étape d’élongation). Deux gènes de 

ménage ont été utilisés : HRPT et RPL13. Pour l’étude du VEGF-B et de l’épiréguline, nous 

avons utilisé la méthode du ΔΔCt. Concernant l’étude du gène de la CAIX, nous avons 

déterminé le niveau d’expression du gène en comparant les ΔCt obtenus pour chacun des 

groupes. 

Le tableau suivant présente les séquences d’amorces sens et anti-sens utilisées pour 

l’étude des gènes du VEGF-B, de l’épiréguline et de la CAIX, ainsi que les séquences 

d’amorces pour les gènes de ménages, HPRT et RPL13. 

 

Tableau XVII : Séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour l’étude des gènes VEGF-B et CAIX. 

(HPRT et RPL13, sont les gènes de ménages) 

C. Mesure de la quantité de VEGF-A dans le sérum. 

La quantité de VEGF-A présent dans le sérum récolté juste avant le premier traitement 

par le docétaxel et à la fin des six semaines de chimiothérapie a été déterminée par un test 

ELISA (kit RayBio® Rat, RayBiotech, Inc). 
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Le kit RayBio Rat VEGF est un kit de mesure in vitro du VEGF dans le sérum de rat. 

Le kit est composé d’une plaque de 96 puits coatés avec un anticorps spécifique du VEGF-A 

de rat. Le VEGF présent dans les échantillons (100 µL de sérum par puits) va se fixer à 

l’anticorps (pendant un temps d’incubation de 2H30). Après lavage, un anticorps biotinylé 

anti VEGF-A de rat est ajouté dans les puits (incubation 1 heure). Après un nouveau lavage, 

l’anticorps biotinylé est reconnu par la streptavidine-HRP (incubation de 45 minutes). Une 

solution contenant le substrat TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) est rajouté pendant 30 

minutes à l’abri de la lumière. La coloration est proportionnelle à la quantité de VEGF 

présente dans les échantillons. La « solution stop » (dernier réactif), contenant 2M d’acide 

sulfurique est ajouté. Ce réactif va permettre de passer de la coloration bleue (obtenue par le 

TMB) à la coloration jaune dont l’intensité est mesurée par spectrophotomètre à la longueur 

d’onde de 450 nm. Une gamme étalon de VEGF de 0 pg/mL à 200 pg/mL traitée dans les 

mêmes conditions a permis de déterminer la concentration en VEGF (pg/mL) dans les sérums 

de tumeurs. La concentration minimale en VEGF détectée par le kit est de l’ordre de 2 pg/mL. 
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IV. Analyse statistiques 

Les résultats ont été analysés par le test de Mann-Whitney pour les comparaisons deux-

à-deux. Lorsque plus de deux conditions sont comparées, une analyse de variance (ANOVA) 

suivi d’un test de Newman-Keuls a été utilisée. 

Les résultats de la pression interstitielle ont été analysés par une Analyse de Variance 

(ANOVA) pour mesures répétées suivi d’un test de Fisher (LSD). 

Les résultats de l’étude des gènes de l’angiogenèse sur puces à oligonucléotides ont été 

analysés par un test t (insérés dans un fichier d’analyse sur « Excel » fourni par Superarray).  

Le test de Spearman a été utilisé pour l’analyse des corrélations. 

Les résultats sont considérés comme significatifs lorsque la valeur de P est ≤ 0,05. 
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Résultats 
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I. Mise au point de la méthode de mesure de la 

pression interstitielle dans les tumeurs de rats. 

Préalablement à notre étude principale sur la pression interstitielle, la technique de 

mesure de la pression interstitielle par télémétrie a été mise au point sur des rates porteuses 

de tumeurs mammaires chimioinduites par le NMU. Les animaux ont été instrumentés comme 

expliqué dans la partie « matériels et méthodes ». Dans un premier temps, nous avons 

observé l’influence du rythme nycthéméral de l’animal sur la pression interstitielle 

intratumorale. Dans un second temps, nous avons identifié des molécules pouvant moduler 

cette pression interstitielle afin de valider le fonctionnement de la sonde de pression. Enfin, 

nous avons vérifié que le docétaxel (agent anticancéreux utilisé au cours de l’étude 

principale) a un effet sur la pression interstitielle dans notre modèle de tumeurs mammaires 

chimioinduites par le NMU. 

A. Evolution de la pression interstitielle tumorale en fonction 

du rythme nycthéméral de l’animal 

La figure ci-dessous montre l’évolution de la pression interstitielle (en mm Hg) 

pendant 5 jours (figure 44A) ainsi que l’activité locomotrice de l’animal (en mouvement par 

minutes) enregistrée pendant les mesures de la pression interstitielle (figure 44B). Nous avons 

observé une récupération de l’activité locomotrice des rats dès le 3
ème

 jour après 

l’implantation du capteur télémétrique. A partir de ce 3
ème

 jour, nous avons observé que la 

pression interstitielle variait en fonction du rythme nycthéméral de l’animal. Les valeurs de 

pression oscillent entre 14,9 ± 1,2 mm Hg et 15,9 ± 1,4 mm Hg le jour, et entre 15,2 ± 1,3 mm 

Hg et 16,5 ± 1,8 mm Hg la nuit. La légère augmentation observée la nuit correspond à une 

augmentation de l’activité de l’animal. Les variations de 1 mm Hg de la pression interstitielle 

mesurées par le capteur de pression sont considérées comme des variations normales de la 

pression interstitielle. L’augmentation de l’activité à chaque début de journée (encadré orange 

de la figure 44B) correspond aux manipulations des cages et des animaux par les animaliers. 
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Figure 44 : Variations de la pression interstitielle et de l’activité locomotrice en fonction du rythme 

nycthéméral de l’animal. 

A : Après implantation du capteur de pression dans la tumeur, la pression interstitielle (PI) (mm Hg) est mesurée 

en continu sur l’animal vigil pendant 5 jours. Chaque point représente la valeur moyenne de la PI ± SEM, n = 19. 

B : L’activité de l’animal, en mouvement par minute, a été mesurée tout le long de l’expérimentation grâce à 

l’émetteur implanté dans l’abdomen de l’animal. Chaque point représente la moyenne des mouvements par 

minutes ± SEM, n = 19. 

Chaque 24 heures de mesure comprend 12 heures de jour et 12 heures de nuit (la nuit est représentée par des 

traits sur les schémas). 

B. Effet de la vinblastine et de la prednisolone sur la pression 

interstitielle 

La vinblastine est un agent anticancéreux de la famille des agents tubulo-affins. Cette 

molécule, connue pour son effet anti-angiogénique (Albertsson et al. 2008), a été décrite pour 

augmenter la pression interstitielle dans un modèle de gliomes chez le rat (Eikesdal et al. 

2002). 

Les rates porteuses de tumeurs mammaires instrumentées ont été traitées par une dose 

unique de Vinblastine (i.p 2mg/kg). Contrairement à l’étude de Eikesdal et al. nous avons 
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observé une diminution d’environ 4 mm Hg de la pression interstitielle six heures après 

l’injection. Cette diminution persiste sur 24 heures. Il est à noter qu’une diminution de 

l’activité des animaux a été observée. 

 

Figure 45 : Effet de la Vinblastine sur la pression interstitielle des tumeurs. 

Les tumeurs mammaires ont été instrumentées (taille supérieure à 1 cm
2
). La PI a été mesurée 24 heures avant et 

après l’injection de la Vinblastine (i.p. 2 mg/kg). Les résultats sont exprimés en variation (Δ, en mm Hg) de la PI 

avec comme référence la valeur de la PI 24 heures avant traitement pour la courbe « avant traitement » (courbe 

noire) et la valeur de le PI juste avant l’injection de la Vinblastine pour la courbe « après injection vinblastine » 

(courbe verte). Chaque point représente la moyenne des valeurs obtenues pour les 3 rats  ± SEM. 

La seconde molécule testée est un anti-inflammatoire stéroïdien, la prednisolone. Cette 

molécule diminue l’œdème et la perméabilité vasculaire (Kaal and Vecht 2004). Certains anti-

inflammatoires ont été décrits pour diminuer la pression interstitielle tumorale (Kristjansen et 

al. 1993). Nous avons observé que, sur les 5 rates traitées par de la prednisolone, une dose 40 

mg/kg entraîne une diminution de la pression interstitielle de 3 mm Hg en 24 heures sans 

affecter l’activité locomotrice des animaux (données non montrées). Il faut cependant attendre 

48 heures avant que l’effet sur la pression interstitielle s’estompe. 
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Figure 46 : Effet de la prednisolone sur la pression interstitielle des tumeurs. 

Les tumeurs mammaires ont été instrumentées (taille supérieure à 1 cm
2
). La pression interstitielle a été mesurée 

72 heures avant et après l’injection de la Prednisolone (40 mg/kg).Les résultats sont exprimés en variation (Δ, en 

mm Hg) de la PI avec comme référence la valeur de la pression interstitielle 72 heures avant traitement pour la 

courbe « avant traitement » (courbe noire) et la valeur de le pression interstitielle juste avant l’injection de la 

Prednisolone pour la courbe « après injection prednisolone » (courbe verte). Chaque point représente la moyenne 

des valeurs obtenues pour les 5 rats  ± SEM. 

Les deux molécules présentées ci-dessus, du fait de leur effet persistant à 24 ou 48 

heures sur la pression interstitielle, ne pouvaient pas être utilisées comme contrôle positif pour  

valider l’implantation et le bon fonctionnement de la sonde de pression pour chaque rat lors 

de l’étude principale.  

C. Effet de l’anesthésie sur la pression interstitielle 

Nous avons alors évalué les effets de l’anesthésie, déjà décrite pour diminuer la 

pression interstitielle (O'Reilly et al. 2005). 

Il apparait qu’une anesthésie par isoflurane (2,5 %) entraîne dès 5 minutes une 

diminution de 3 mm Hg de la pression interstitielle. Cette diminution atteint 9 mm Hg au bout 

de 30 minutes d’anesthésie. L’effet sur la pression interstitielle est rapidement réversible. Une 

fois l’apport d’isoflurane stoppé, la pression interstitielle remonte en 5 minutes à sa valeur de 

base (Figure 47). Cet effet peut être attribué aux effets de l’isoflurane sur le tonus vasculaire. 

En effet, l’isoflurane a été décrit pour induire une vasodilatation réversible chez le rat (Larach 

et al. 1990 ).  
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Figure 47 : Effet de l’anesthésie sur la pression interstitielle des tumeurs mammaires. 

La pression interstitielle a été mesurée avant et pendant une anesthésie de 30 minutes par isoflurane à 2,5 %. Les 

résultats sont exprimés en variation (Δ, en mm Hg) de la PI par rapport à la valeur de la PI juste avant 

l’anesthésie Chaque point représente la moyenne des valeurs obtenues pour les 5 animaux. 

D. Effet du docétaxel sur la pression interstitielle dans notre 

modèle de tumeurs mammaires chimioinduites par le 

NMU. 

Dans la littérature, il a déjà été décrit que les taxanes diminuent la pression 

interstitielle tumorale (Taghian et al. 2005). Dans des modèles de tumeurs xénogreffées chez 

la souris, cette diminution (de l’ordre de 5 mm Hg) a été attribuée à un effet vasodilatateur des 

taxanes (dose : 40 mg/kg) (Griffon-Etienne et al. 1999). Ici, nous avons montré que le 

docétaxel, à la dose de 6 mg/kg, a un effet similaire dans le modèle de tumeurs mammaires 

chimioinduites par le NMU (figure 48). Il diminue progressivement la pression interstitielle. 

Sept jours après la première injection de docétaxel, la pression interstitielle diminue de 6 mm 

Hg et se stabilise autour de 4 mm Hg, ce qui fait une diminution de 50% (p < 0,05). Une 

seconde injection de docétaxel n’accentue pas cette diminution. Il est à noter que cette 

expérimentation n’a été effectuée que sur 3 tumeurs dont deux d’entre elles présentaient des 

valeurs de pression interstitielle faibles (environ 6 mm Hg contre 16 mm Hg pour la 3
ème

 

tumeur). 
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Figure 48 : Effet du docétaxel sur la PI dans les tumeurs mammaires. 

La pression interstitielle a été mesurée de façon continue avant et après l’injection de docétaxel (6 mg/kg). Deux 

injections à une semaine d’intervalle (aux jours 1 et 8) ont été réalisées. Les résultats sont exprimés en mm Hg. * 

p < 0,05, en comparaison au temps J0, t-test paired. Les points représentent la valeur moyenne de la PI ± SEM, 

n=3. 

Il est possible que la diminution de la pression interstitielle observée après l’injection 

du docétaxel soit due à un effet de l’agent anticancéreux sur la pression systémique. Nous 

avons mené une étude sur 3 rates non porteuses de tumeurs. A l’aide de la télémétrie, nous 

avons suivi l’évolution de la pression artérielle avant et après une injection de docétaxel. 

Aucune modification de la pression artérielle n’a été observée durant les sept jours qui ont 

suivi l’injection du docétaxel. 

E. Conclusion de l’étude de mise au point de la technique de 

mesure de la pression interstitielle par télémétrie 

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de valider l’utilisation de la télémétrie 

comme technique de mesure de la pression interstitielle. Nous avons montré que la vinblastine 

et la prednisolone diminuaient la pression interstitielle (de l’ordre de -3 à -4 mm Hg). L’effet 

induit par la prednisolone est réversible mais deux jours sont nécessaires pour rétablir une 

pression interstitielle basale. L’anesthésie diminue quant-à elle la pression interstitielle dès les 

premières minutes, et son effet est rapidement réversible avec un retour à des valeurs initiales 

en 5 minutes. Ce test de validation de l’implantation a donc été utilisé au cours de l’étude 

principale pour chaque rat instrumenté. Pour cela, les rates de l’étude principale ont été 

anesthésiées jusqu’à l’obtention d’une diminution de la pression interstitielle de 2 ou 3 mm 

Hg. La durée de l’anesthésie pour chaque animal était d’environ 5 minutes. 
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Enfin, le docétaxel diminue la pression interstitielle dans notre modèle de tumeurs 

mammaires après une première injection. Une seule injection semble suffisante puisque la 

diminution de la pression interstitielle n’est pas accentuée par une seconde injection. 
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II. Effets d’une supplémentation en AGPI n-3 sur la 

vascularisation tumorale. 

Au cours de l’étude principale, nous avons évalué les conséquences d’un apport 

alimentaire en AGPI n-3 sur la qualité de la vascularisation tumorale. Dans ce but, les 

aspects qualitatifs et fonctionnels de la vascularisation ont été appréhendés par l’empreinte 

vasculaire des tumeurs, par la mesure de l’hypoxie et par les mesures de la pression 

interstitielle. 

A. Modulation de la vascularisation tumorale par les AGPI n-3 

L’analyse échographique menée au cours de l’expérimentation précédente (figure 31, 

page 136) a montré que les tumeurs du groupe nutritionnel AGPI n-3 présentaient une densité 

vasculaire diminuée avant, au cours et en fin de chimiothérapie. 

Dans notre étude, des empreintes vasculaires de tumeurs mammaires non traitées par 

le docétaxel ont été réalisées par injection d’une résine (Pu4ii couplée à un agent de contraste, 

le Lipiodol) dans la circulation sanguine. Les empreintes vasculaires obtenues pour les 

tumeurs des deux groupes nutritionnels sont présentées dans la figure 49. En comparaison 

avec les tumeurs du groupe nutritionnel contrôle, nous avons observé que les AGPI n-3 

peuvent remodeler la vascularisation en induisant une diminution de la densité vasculaire 

mais aussi une diminution du diamètre des vaisseaux. Ces résultats sont accords avec ceux 

obtenus par échographie avec agent de contraste au cours l’expérimentation précédente 

(figure 31). 
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Figure 49 : Empreinte vasculaire de tumeurs mammaires des deux groupes nutritionnels. 

Représentation en 3 dimensions de la vascularisation obtenues après réalisation des empreintes vasculaire de 

tumeurs mammaires de rates non traitées par le docétaxel (n=2 par groupe nutritionnel contrôle et AGPI n-3). 

B. Effet du docétaxel et des AGPI n-3 sur l’hypoxie des tumeurs. 

Afin de compléter les mesures de pression partielle en oxygène obtenus lors de 

l’expérimentation animale précédente (Cf. « résultats précédents » partie objectifs), l’impact 

du docétaxel et des AGPI n-3 sur l’hypoxie des tumeurs a pu être complété en analysant le 

niveau d’expression de l’ARNm du gène de la carbonique anhydrase IX (CAIX). Ce gène, 

dont la transcription est induite par HIF-1α, est un marqueur indirect de l’hypoxie (Brahimi-

Horn et al. 2007; Swietach et al. 2007). L’analyse de son ARNm a été effectuée par PCR 

quantitative en temps réel dans les tumeurs du groupe contrôle et du groupe AGPI n-3 

soumises ou non au protocole de chimiothérapie. Les résultats, exprimés en –ΔCT, sont 

présentés dans la figure ci-dessous. Nous avons observé que le niveau d’expression des 

ARNm de la CAIX est diminué par le docétaxel dans les deux groupes nutritionnels (p < 

0,001) et que cette diminution est légèrement plus marquée dans le groupe AGPI n-3 : les 

médianes sont de - 3,32 pour le groupe contrôle et de -4,02 pour le groupe AGPI n-3 (p < 

0,05). Cette différence entre les deux groupes nutritionnels n’a pas été observée avant la 

chimiothérapie malgré le fait que les AGPI n-3 modulent la vascularisation avant le début de 

la chimiothérapie (mesuré par échographie, cf. figure 31).  
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Figure 50 : Effet des AGPI n-3 sur l’expression des ARNm de la carbonique anhydrase IX dans les 

tumeurs. 

Après extraction, les ARNm de la carbonique anhydrase IX (CAIX) des tumeurs des deux groupes nutritionnels 

(traitées ou non par le docétaxel) ont été quantifiés par PCR quantitative. Le niveau d’expression des ARNm de 

la CAIX est exprimé en –ΔCT = – (CT CAIX – moyenne CT (HPRT-RPL13)). Chaque point correspondant au –

ΔCT obtenus pour un rat. * P < 0,05, *** P < 0,001, ANOVA suivi du test Newman-Keuls. 14 < n < 17 par 

groupe nutritionnel. 

C. Effet des AGPI n-3 sur la pression interstitielle des tumeurs. 

La figure 51A montre l’évolution de la pression interstitielle des tumeurs des deux 

groupes nutritionnels 24 heures avant et 48 heures après une injection de docétaxel. Les 

valeurs moyennes de la pression interstitielle mesurée pendant 24 heures avant l’injection ne 

sont pas significativement différentes entre les 2 groupes nutritionnels. Nous pouvons noter 

les légères variations liées au rythme nycthéméral des animaux le jour précédent l’injection du 

docétaxel. Au moment de l’injection, les valeurs de pression interstitielle sont de 15,2 ± 1,3 

mm Hg dans le groupe contrôle et de 15,0 ± 1,9 mm Hg dans le groupe AGPI n-3.  

48 heures après l’injection de docétaxel, dans le groupe nutritionnel contrôle, la 

pression interstitielle est diminuée de 15% et se stabilise autour de 13 mm Hg. Dans le groupe 

nutritionnel AGPI n-3, dès 2 heures après injection de l’anticancéreux, la pression 

interstitielle est diminuée de 16 % par rapport au groupe contrôle (p < 0,01). A 48 heures, les 

valeurs de pression interstitielle sont de 13,4 ± 1,2 mm Hg dans le groupe contrôle et de 10,0 

± 0,6 mm Hg dans le groupe AGPI n-3, ce qui fait une diminution de -25 % de la pression 

interstitielle dans le groupe AGPI n-3 (p < 0,01). La figure 51B montre l’évolution de la 

pression interstitielle dans les deux groupes nutritionnels 4 jours avant et 7 jours après 
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l’injection de docétaxel. La différence significative de 25% (p < 0,01) entre les 2 groupes 

nutritionnels est maintenue jusqu’au 7
ème

 jour après l’injection de docétaxel (p < 0,01). Au 

septième jour, les valeurs moyennes de pression interstitielle sont respectivement de 12,05 ± 

1,2 mm Hg et 8,8 ± 0,7 mm Hg dans les groupes contrôle et AGPI n-3. 
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Figure 51 : Effet des AGPI n-3 sur la pression interstitielle des tumeurs mammaires. 

A : Après instrumentation, la PI (en mm Hg) des tumeurs a été mesurée 24 heures avant et 48 heures après une injection de docétaxel. Chaque point représente les valeurs 

moyennes de PI ± SEM ( n = 11 rats pour le groupe contrôle et n = 8 pour le groupe AGPI n-3). Les traits horizontaux noirs représentent les cycles de la nuit. * p < 0,05, ** p 

< 0,01, ANOVA pour mesures répétées suivi d’un post test de FISHER (LSD). B : L’évolution de la pression interstitielle (mm Hg) a également été suivie 4 jours avant et 7 

jours après l’injection de docétaxel dans les deux groupes nutritionnels. Chaque point représente les valeurs moyennes de PI ± SEM (n = 11 rats pour le groupe contrôle et n = 

8 pour le groupe AGPI n-3). ** p < 0,01, ANOVA pour mesures répétées suivi d’un post test de FISHER (LSD). C : L’activité locomotrice des rats a été déterminée grâce à 

l’émetteur télémétrique. Les résultats sont exprimés en mouvement par minutes. Chaque point représente la moyenne des valeurs d’activité ± SEM (n = 11 rats pour le groupe 

contrôle et n = 8 pour le groupe AGPI n-3). Les traits horizontaux noirs représentent les cycles de la nuit. 
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La figure 51C montre l’activité locomotrice des animaux dans les 2 groupes 

nutritionnels. La première nuit après injection du docétaxel l’activité locomotrice des animaux 

est diminuée mais aucune différence significative entre les 2 groupes nutritionnels n’a été 

observée. Ces résultats indiquent que la diminution de l’activité locomotrice induite par la 

chimiothérapie n’est pas accentuée par les AGPI n-3. 

Il a été montré qu’une pression interstitielle élevée peut être associée à un mauvais 

pronostique (Milosevic et al. 2004; Milosevic et al. 2001) ainsi qu’à la mauvaise réponse des 

tumeurs aux traitements (Ferretti et al. 2009). Avant l’injection de docétaxel, nous n’avons 

pas vu de corrélation entre les valeurs de pression interstitielle et la taille des tumeurs (r
2
 = 

0,105, p = 0,67 figure52A). En revanche, nous avons mis en évidence une corrélation entre les 

valeurs de la pression interstitielle avant traitement (comprises entre 5 et 25 mm Hg) et la 

réponse des tumeurs au docétaxel (r
2
 = 0,477, p < 0,05, Figure 52B). Plus les valeurs de la 

pression interstitielle avant traitement sont élevées et moins les tumeurs répondent au 

docétaxel. Nous avons également déterminé qu’il existait une corrélation modérée proche de 

la significativité entre le pourcentage de diminution de la pression interstitielle à 48 heures et 

le pourcentage de régression tumorale en fin de chimiothérapie (7 jours après injection) (r
2
 = 

0,38, p = 0,057 Figure 52C). Ainsi, plus la pression interstitielle diminue de manière précoce 

(48 heures après traitement) et plus la régression des tumeurs sous chimiothérapie est 

importante. 
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Figure 52 : Corrélations entre la pression interstitielle et la réponse des tumeurs au docétaxel. 

A : Absence de corrélation entre la PI (en mm Hg) de chaque tumeur et leur taille (cm
2
) avant l’injection du 

docétaxel. B : Corrélation entre la PI (en mm Hg) de chaque tumeur avant le traitement et la réponse des tumeurs 

au traitement, évaluée par le % de variation de leur taille. C : Corrélation entre l’évolution de la PI en 48 heures 

après l’injection de docétaxel (% de variation) et la réponse des tumeurs au traitement (% de variation). 

Chaque point représente les valeurs individuelles de 19 rates (régimes confondus). * p < 0,05, test de Spearman. 

D. Extravasation tissulaire du bleu d’Evans. 

L’extravasation du bleu d’Evans dans les tissus tumoraux des rates ayant reçu une 

injection du colorant a été évaluée par l’analyse de coupes de tumeurs. Cette analyse permet 

de déterminer la quantité de bleu d’Evans qui passe du compartiment vasculaire vers la 

tumeur. Deux photos représentatives ainsi que les résultats sont présentés dans la figure 53. 

L’extravasation du bleu d’Evans est augmentée d’environ 3 fois lorsque les tumeurs sont 

enrichies en AGPI n-3 (p < 0.05). Les pressions interstitielles moyennes des cinq tumeurs 

sélectionnées dans les groupes contrôle et AGPI n-3 sont de 15,3 ± 0,8 mm Hg et 11,6 ± 1,4 

mm Hg respectivement, soit une différence de 25 % en accord avec la différence entre les 

deux groupes nutritionnels 7 jours après l’injection de docétaxel (figure 51B). Ainsi, cette 
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étude a montré que la diminution de la pression interstitielle par les AGPI n-3 est associée à 

une augmentation de l’extravasation du bleu d’Evans.  

 

Figure 53 : Effet des AGPI n-3 sur l’extravasation du bleu d’Evans dans les tumeurs. 

Une semaine après injection du docétaxel, 5 rates par groupe ont reçu une injection de bleu d’Evans 30 minutes 

avant l’autopsie. L’extravasation du bleu d’Evans dans les tissus tumoraux a été évaluée par l’analyse sur coupes 

de tumeurs. Des photos (à gauche) de ces coupes ont été prises sous microscope à fluorescence (3 photos par 

tumeur). La quantité de bleu d’Evans a été déterminée à l’aide d’un logiciel d’analyse d’images. * p < 0,05, test 

Mann-Whitney. 
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III. Effet du DHA sur les propriétés des cellules 

endothéliales : modélisation in vitro des différentes 

étapes de l’angiogenèse. 

Afin de modéliser les différentes étapes de l’angiogenèse, nous avons mis en place 

quatre tests in vitro : tests de prolifération, de tubulogenèse (formation de pseudocapillaires), 

migration et perméabilité d’une monocouche de cellules endothéliales. L’effet du DHA sur 

ces différentes étapes a été étudié. 

A. Effet du DHA sur la prolifération des cellules HUVEC 

L’effet d’un enrichissement en DHA sur la capacité de prolifération des cellules 

HUVEC a été déterminé par un test MTT. Les cellules ont été enrichies par des doses 

croissantes (5, 10, 30 µM) d’acide docosahexaénoïque (DHA, 22:6 n-3) ou d’acide oléique à 

30 µM (18:1 n-9) pendant 5 jours. Les résultats du test MTT sont présentés dans le Tableau 

XVIII. Il apparaît que les concentrations de 5 et 10µM de DHA n’ont pas d’effet inhibiteur 

sur la prolifération des HUVEC. En revanche, la concentration à 30 µM entraîne une 

inhibition de la prolifération de 40% (p <0,001) par rapport à la condition contrôle (solvant 

seul). A 30 µM, l’acide oléique n’affecte pas la prolifération des HUVEC. 

 

Tableau XVIII : Effet du DHA (22:6 n-3) et de l’acide oléique (18:1 n-9) sur la prolifération des HUVEC. 

Les HUVEC ont été ensemencées et enrichies pendant 5 jours avec du DHA (5, 10 et 30 µM), ou avec de l’acide 

Oléique (30µM). La prolifération cellulaire a été évaluée par un test MTT. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de cellules viables et normalisé par rapport à la condition contrôle (solvant seul). *** p < 0,001, 

ANOVA suivi du test de Newman-Keuls. n=5, moyenne ± SEM 
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B. Tubulogenèse 

La capacité des HUVEC à former des pseudocapillaires a été évaluée sur une couche 

de Matrigel® et suivie toutes les 30 minutes pendant 3 heures. Comme le montre la figure 

54A, le VEGF induit la formation de pseudocapillaires. Cet effet inducteur est maximal entre 

1 et 2 heures après l’ensemencement. Au cours de 3 expériences indépendantes, nous avons 

montré que le nombre de pseudocapillaires est augmenté d’environ 3 fois dans la condition 

VEGF (19 ± 2 pseudocapillaires) en comparaison avec la condition contrôle (7 ± 1 

pseudocapillaires) (** p < 0,01, figure 54B). En revanche, cette induction n’est pas retrouvée 

lorsque les cellules sont enrichies en DHA (5 ± 2 pseudocapillaires) (** p < 0,01, figure 54B). 

 

Figure 54 : Effet du DHA et du VEGF sur la formation de pseudocapillaires par les cellules HUVEC. 

Les cellules ont été enrichies ou non par du DHA 5 µM pendant 5 jours puis sont ensemencées sur du Matrigel® 

en présence ou non de VEGF (10 ng/mL). A. Les photos ont été prises sous microscope au grossissement X 100, 

1 à 2 heures après ensemencement. Photos représentatives de 3 expériences indépendantes. B. Le nombre de 

pseudocapillaires a été déterminé dans chaque condition. n=3, moyenne ± SEM. ** p < 0,01, ANOVA suivi d’un 

test de Newman-Keuls. 

C. Perméabilité d’une monocouche de cellules endothéliales 

Les effets du DHA et du VEGF ont été testés sur la perméabilité d’une monocouche 

de cellules endothéliales. Pour cela, nous avons quantifié le passage de la molécule FITC-

dextran au travers d’une monocouche de cellules HUVEC. Les résultats sont présentés dans la 

figure 55. Dans la condition contrôle, le rapport entre la quantité de FITC mesurée au temps 2 

heures et la quantité de FITC mesurée au temps 1 heure  est de 1,5 ± 0,2 (calcul du rapport : 

voir matériels et méthodes. Un rapport supérieur à 1 signifie une augmentation de la 
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perméabilité). Cette légère augmentation de la perméabilité correspond à la perméabilité 

basale de la monocouche de cellules HUVEC. Dans la condition DHA seul, ce rapport n’est 

pas significativement différent de la condition contrôle et est de 1,7 ± 0,3. Dans la condition 

VEGF, il est de 4,7 ± 0,8. Le VEGF augmente donc la perméabilité d’environ 3 fois (p < 

0,001) par rapport à la condition contrôle. Cet effet n’est pas retrouvé lorsque les cellules sont 

enrichies en DHA puisque le rapport obtenu (1,48 ± 0,2) est similaire à la condition contrôle. 

Ainsi, le DHA bloque la perméabilité induite par le VEGF (p < 0,001) sans affecter la 

perméabilité basale de la monocouche de cellules HUVEC.  

 

Figure 55 : Effet du DHA et du VEGF sur la perméabilité d’une monocouche de cellules endothéliales. 

Les cellules HUVEC, ensemencées sur des inserts coatés par de la fibronectine bovine, sont enrichies ou non par 

du DHA 1 µM pendant 6 jours. Lorsque les cellules forment une monocouche, elles sont stimulées ou non par du 

VEGF (10 ng/mL) pendant 1 heure. La perméabilité de la monocouche est déterminée par la quantité de FITC-

dextran passée dans le compartiment inférieur de la chambre de Boyden et exprimée par le rapport : µg FITC 

120minutes / µg FITC 60minutes (µg FITC 120minutes = quantité de FITC 1 heure après l’ajout de VEGF, µg 

FITC 60minutes = quantité de FITC basale précédent l’ajout de VEGF). Une augmentation de la perméabilité se 

traduit par un rapport supérieur à 1. Quatre expériences ont été réalisées (moyenne ± SEM). *** p <0,001, 

ANOVA suivi d’un post test de Newman-Keuls. 

D. Migration des cellules endothéliales 

L’effet d’un enrichissement en DHA a été évalué sur la migration des cellules 

endothéliales. Les résultats sont présentés dans la figure 56. La migration des HUVEC 

(traitées de manière chronique par le VEGF avant la migration) est stimulée de 45 % par le 

VEGF en comparaison à la condition contrôle (p < 0,001). La migration des HUVEC est 

augmentée de façon similaire lorsque les cellules sont stimulées de manière aigüe par le 

VEGF (pendant les 5 heures de migration, données non présentées). En comparaison avec la 
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condition contrôle, l’induction de la migration par le VEGF est bloquée lorsque les cellules 

sont enrichies en DHA (5 µM) (p < 0,001). 

Un des principaux médiateurs du VEGF est le NO. L’application d’un inhibiteur de la 

synthèse du NO, le L-NAME (1mM) diminue la migration induite par le VEGF de 20 % (p < 

0,05). Inversement, en comparaison avec la condition DHA seul, un donneur de NO (DETA-

NO, 10µM) stimule la migration des HUVEC de 30 % (p < 0,01). Enfin, alors que le DHA 

bloque la migration induite par le VEGF, cet effet est annulé par le donneur de NO (p < 

0,001). 

 

Figure 56 : Effet du DHA sur la migration induite par le VEGF et implication du NO. 

La migration des HUVEC, pré-enrichies ou non en DHA 5 µM, a été réalisée en chambre de Boyden. La 

migration s’effectue pendant 5 heures. Les résultats (au moins 4 expériences par condition, moyenne ± SEM) 

sont exprimés en pourcentage de cellules ayant migré. ANOVA suivi d’un test de Newman-Keuls :  

* P < 0,05 *** P < 0,001 en comparaison avec la condition VEGF. 
++

 P < 0,01, 
+++

 P < 0,001 en comparaison avec la condition DHA.  
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IV. Mécanismes d’action du DHA 

A. Régulation de la synthèse du VEGF 

Dans les tumeurs mammaires de rats, une analyse par puces à oligonucléotides du 

niveau d’expression des ARNm de gènes impliqués dans l’angiogenèse (tels que des gènes 

codant pour des facteurs de croissances, des molécules d’adhésion, ou des protéases) (Annexe 

1) a été effectuée. Cette analyse a été effectuée dans les tumeurs mammaires de rates ayant 

subi 6 semaines de chimiothérapie (n=6 par groupe nutrionnels). Les tumeurs sélectionnées 

dans le groupe nutritionnel contrôle présentaient une forte densité vasculaire ainsi qu’une 

faible régression de leur taille. A l’inverse, les tumeurs sélectionnées dans le groupe 

nutritionnel AGPI n-3 présentaient une faible densité vasculaire ainsi qu’une régression 

importante de leur taille. 

Le tableau XIXA montre les 10 gènes dont la transcription est significativement 

régulée par les AGPI n-3 sous chimiothérapie. Nous avons observé une diminution de 

l’expression des gènes de l’épiréguline (de 8 fois, p < 0,01) et de la métalloprotéase-3 (de 4 

fois, p < 0,05). Nous avons également observé une augmentation de l’expression des gènes du 

VEGF-B (de 4 fois, p < 0,01), de l’éphrine A2 (2,4 fois, p< 0,05), de l’intégrine bêta-3 (de 2,3 

fois, p < 0,05), du PDGF-A (de 2,4 fois, p < 0,05), du TNFα (de 4,7 fois, p < 0,05) et de la 

métalloprotéase-9 (de 4 fois, p < 0,05). En revanche, l’expression de 2 autres isoformes du 

VEGF, VEGF-A et C n’est pas modifiée par les AGPI n-3 (Tableau XIXB). 
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Tableau XIX : Régulation par les AGPI n-3 de l’expression de gènes impliqués dans l’angiogenèse dans les 

tumeurs de rats traitées par le docétaxel. 

A l’aide de puces à oligonucléotides, les gènes impliqués dans l’angiogenèse ont été analysés par Q-PCR. Les 

ARNm des tumeurs de 6 rates par groupe nutritionnel (contrôle et AGPI n-3) et traitées par le docétaxel ont été 

analysés. Leur quantification relative a été effectuée à l’aide de la méthode du ΔΔCt, conduisant à un rapport 

entre la quantification du gène cible dans les tumeurs du groupe AGPI n-3 et dans les tumeurs du groupe 

contrôle. Un rapport négatif signifie une diminution de la quantité des ARNm des tumeurs du groupe AGPI n-3. 

A : Sont présentés ici les dix gènes dont l’expression est régulée significativement par les AGPI n-3 en 

comparaison du régime contrôle. B ; Résultats obtenus pour les gènes du VEGF-A et du VEGF-C. 

NS : non significatif, * p < 0,05, ** p < 0,01 Test t (inséré dans le fichier Excel fourni par Superarray), n=6 par 

groupe nutritionnel. 

Notre étude a été élargie à un plus grand nombre de tumeurs (n=12 tumeurs par groupe 

nutritionnel) pour les gènes de l’épiréguline et du VEGF-B. Dans cette étude plus exhaustive, 

l’expression de l’épiréguline reste significativement diminuée de 3,8 fois dans le groupe 

AGPI n-3 (p < 0,001). Cette diminution a été corrélée au pourcentage de régression des 

tumeurs du groupe AGPI n-3 observé après 6 semaines de chimiothérapie (r
2
 = 0,89, p < 

0,001, test de Spearman). 
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L’augmentation de l’expression du gène du VEGF-B (de 2,3 fois) observée 

précédemment à l’aide des puces à oligonucléotides n’a pas été retrouvée (augmentation non 

significative de 1,3 fois) sur un nombre plus conséquent de tumeurs. 

Cette étude a été complétée par une analyse de la quantité de VEGF-A dans le sérum 

des rates des 2 groupes nutritionnels avant et après chimiothérapie. En fin de chimiothérapie, 

le docétaxel diminue le taux de VEGF-A sérique de 63 % dans le groupe contrôle et de 70 % 

dans le groupe AGPI n-3 (Tableau XX, p < 0,01). La différence observée entre les deux 

groupes nutritionnels n’est significative. 

Ainsi, nous n’avons pas observé d’effet des AGPI n-3 ni sur le taux plasmatique du 

VEGF-A ni sur la transcription des VEGF-A, VEGF-B et VEGF-C. 

 

Tableau XX : Effet des AGPI n-3 et du docétaxel sur les taux de VEGF-A sérique. 

La quantité de VEGF-A (pg/mL) présent dans les sérums de rats avant et après chimiothérapie, a été déterminée 

à l’aide d’un test ELISA (n=16 par groupe, moyenne ± SEM). ** p < 0,01, test Mann-Whitney. 

B. Analyse de la voie de signalisation VEGF / Akt / eNOS. 

In vitro, les AGPI n-3 bloquent la migration et la formation de pseudocapillaires des 

cellules endothéliales induites par le VEGF. 

Le NO étant un médiateur majeur du VEGF, l’effet des AGPI n-3 sur l’activation de la 

protéine eNOS (impliquant sa phosphorylation) a été étudié au niveau des cellules 

endothéliales et des tumeurs mammaires. Nous avons ensuite élargi cette étude aux cellules 

tumorales mammaires en culture. 

La protéine eNOS est phosphorylée par la protéine AKT active (phosphorylée) après 

la fixation du VEGF à ses récepteurs (Cf. figure 12). Nous avons également étudié 

l’expression d’AKT et du VEGFR2 ainsi que leurs formes phosphorylées.  
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1. Effet des AGPI n-3 sur la voie de signalisation VEGF / AKT / 

eNOS dans les cellules endothéliales. 

a. Expression de la protéine eNOS et de sa forme 

phosphorylée. 

Le niveau d’expression de la protéine eNOS et de sa forme phosphorylée (forme 

active) a été étudié par western blotting dans les cellules HUVEC. Les résultats obtenus sont 

présentés dans la figure 57. Suite à une analyse densitométrique (P-eNOS / eNOS), nous 

avons observé que la quantité de protéine eNOS phosphorylée au niveau du résidu sérine 

1177 était augmentée de 50 % lorsque les HUVEC sont stimulées par du VEGF (p < 0,05). En 

revanche, cette activation est bloquée lorsque les cellules sont enrichies en DHA (p < 0,05). 

 

Figure 57 : Expression de la protéine eNOS et de sa forme phosphorylée dans les cellules endothéliales. 

Les cellules HUVEC ont été enrichies en DHA 5 µM pendant 5 jours et stimulées pendant 1 heure par du VEGF 

(10ng/mL). L’expression de la eNOS et de sa forme phosphorylée au niveau de la Serine 1177 ont été 

déterminées par western blotting (gauche). Après analyse par densitométrie (droite), le rapport entre P-eNOS et 

eNOS a été effectué. Les résultats ont été normalisés par rapport à la condition contrôle. * p <0,05, ANOVA 

suivi d’un test de Newman-Keuls. n=5, moyenne ± SEM. 

b. Expression de la protéine AKT et de sa forme 

phosphorylée 

Afin de suivre la phosphorylation de la protéine AKT dans le temps, une cinétique de 

stimulation des cellules HUVEC par du VEGF (10, 20, 30 et 60 minutes) a été réalisée. La 

phosphorylation de la protéine AKT est donnée par le rapport entre AKT-P et pan AKT après 

analyse par densitométrie des westerns blot (n=2, tableau XXI). Dès 10 minutes, le VEGF 

induit la phosphorylation de la protéine AKT d’environ 2 fois et cette induction persiste 
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jusqu’à 60 minutes. A 10 minutes, un enrichissement des cellules HUVEC en DHA ne 

modifie pas cette induction. En revanche, aux temps 20, 30 et 60 minutes, l’induction la 

phosphorylation de la protéine AKT par le VEGF dans les cellules enrichies en DHA est 

diminuée de 15%, 56% et 30% respectivement. Il est à noter que le DHA seul diminue la 

phosphorylation d’AKT aux temps 10 et 30 minutes. Cette diminution est due à un problème 

de dépôt des protéines dans l’une des deux expérimentations. 

 

 

Tableau XXI : Cinétique de la phosphorylation de la protéine AKT dans les cellules endothéliales 

HUVEC. 

Les cellules HUVEC ont été enrichies en DHA 5 µM pendant 5 jours. L’expression d’AKT et d’AKT 

phosphorylée au niveau de la Serine 473 a été déterminée par western blotting. Après analyse par densitométrie, 

le rapport entre AKT-P et AKT a été effectué, les résultats (n=2, moyenne ± SD) ont été normalisés par rapport à 

la condition contrôle pour chaque temps. 

c. Expression du VEGFR2 et de sa forme phosphorylée. 

Les cellules HUVEC ont été stimulées par du VEGF et enrichies ou non par du DHA. 

L’analyse du VEGFR2 et du VEGFR2-P Tyr1175 a été réalisée par western blotting (Figure 

58). Le VEGFR-2 présente 3 formes. La forme immature (150 KDa) est glycosylée pour 

former une forme intermédiaire à 200 KDa, puis après une autre glysosylation, la forme 

230KDa est exprimée à la surface des cellules (Holmes et al. 2007). Il est apparu qu’un 

enrichissement en DHA ne semble pas modifier la quantité totale des 3 formes de VEGFR-2 

ni la phosphorylation de ce récepteur au niveau du résidu tyrosine 1175. 
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Figure 58 : Expression du VEGFR2 et de sa forme phosphorylée dans les cellules endothéliales. 

En présence de VEGF, les cellules HUVEC ont été enrichies ou non en DHA 5 µM pendant 5 jours. 

L’expression de VEGFR2 et de VEGFR2-P au niveau de la tyrosine 1175 a été déterminée par western blotting 

(gauche : western représentatif). Après analyse globale par densitométrie des 3 formes du récepteur, le rapport 

entre VEGFR2-P et pan VEGFR2 a été effectué, les résultats (n=3, moyenne ± SEM) ont été normalisés par 

rapport à la condition contrôle (droite). 

2. Effet des AGPI n-3 et du docétaxel sur l’expression de la eNOS 

dans les tumeurs mammaires. 

L’étude de la protéine eNOS et de son activation a été étudiée au niveau des protéines 

des tumeurs mammaires de rats. Les résultats obtenus par western blotting sont représentés 

dans la figure 59. Par le même type d’analyses densitométriques que pour les cellules 

HUVEC, nous avons montré que la quantité de eNOS phosphorylée dans les tumeurs non 

traitées par le docétaxel est faible et qu’elle ne semble pas modifiée par les AGPI n-3 (Figure 

59, en haut à gauche). L’application du docétaxel induit la phosphorylation de l’enzyme 

eNOS dans la condition contrôle (p < 0,01) et cette activation de l’enzyme est réprimée dans 

le groupe AGPI n-3 (p < 0,01). Dans les tumeurs du groupe AGPI n-3 avec docétaxel, 

l’augmentation de l’expression de la forme phosphorylée de la eNOS n’est pas significative 

en comparaison tumeurs du groupe AGPI n-3 sans docétaxel. 

Nous avons également observé que la quantité totale de la protéine eNOS est diminuée 

par la chimiothérapie tous régimes confondus (p < 0,01, test Mann-Whitney). 
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Figure 59 : Expression de la protéine eNOS et de sa forme phosphorylée dans les extraits protéiques de 

tumeurs mammaires de rats. 

L’expression de la eNOS et de la eNOS phosphorylée au niveau de la Serine 1177 a été déterminée par western 

blotting. Après analyse par densitométrie, le rapport entre P-eNOS et eNOS a été effectuée. Haut : Western blot 

représentatif. Bas : Densitométrie, les rapports P-eNOS / eNOS ont été comparé entre les différents groupes. ** 

p < 0,01, ANOVA suivi d’un test de Newman-Keuls. Sans docétaxel : 6 < n < 8 par groupe ; Avec docétaxel : 11 

< n < 12 par groupe. Chaque point représente l’analyse obtenue pour une tumeur. 

3. Effet des AGPI n-3 sur la voie de signalisation VEGF / AKT / 

eNOS dans les cellules tumorales mammaires. 

a. Expression de la protéine eNOS phosphorylée. 

L’effet d’un enrichissement en DHA sur la phosphorylation de la protéine eNOS dans 

3 types de cellules tumorales (MCF-7, MDA-MB-231 et SKBR3) a également été étudié (60). 

Nous avons observé que ces 3 lignées exprimaient la protéine eNOS phosphorylée. Par 
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densitométrie, nous avons analysé l’expression de la eNOS phosphorylée en fonction de 

l’expression de la protéine HSC70 (protéine utilisée comme contrôle de dépôt). En adéquation 

avec les résultats obtenus dans les cellules HUVEC non stimulées par le VEGF, nous n’avons 

pas vu de modification de l’expression de la protéine eNOS-P dans les cellules tumorales 

(MDA-MB-231, SKBR3 et MCF-7) enrichies en DHA. 

 

Figure 60 : Expression de la protéine eNOS phosphorylée dans les cellules tumorales. 

Les cellules tumorales ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 6 jours. L’expression de la protéine eNOS 

phosphorylée au niveau de la Serine 1177 a été déterminée par western blotting. Après analyse densitométrique, 

le niveau d’expression de P-eNOS a été rapporté à l’expression de la protéine HSC 70 (protéine utillisée comme 

contrôle de dépôt). Le rapport obtenu a été normalisé par rapport à la condition contrôle. 2 < n <3, moyenne ± 

SD. 

Dans une expérience préliminaire, nous avons regardé l’effet du VEGF (appliqué 

pendant 3 et 30 minutes) sur la phosphorylation de la protéine eNOS dans des cellules 

tumorales MDA-MB-231 enrichies ou non DHA. Le western blotting obtenu est présenté 

dans la figure suivante. Nous n’avons pas pu conclure d’un effet du VEGF ni du DHA sur la 

phosphorylation de la protéine eNOS (figure 61). Il est à noter un problème dans le dépôt pour 

la condition DHA seul au temps 30 minutes. 

 

Figure 61 : Effet du VEGF et du DHA sur la phosphorylation de la protéine eNOS dans les cellules MDA-

MB-231. 

Les cellules tumorales ont été enrichies en DHA 10µM pendant 6 jours puis stimulées par du VEGF pendant 3 

ou 30 minutes. L’expression de la protéine eNOS phosphorylée au niveau de la Serine 1177 a été déterminée par 

western blotting (n=1). 
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b. Expression de la protéine AKT phosphorylée 

L’effet d’un enrichissement en DHA sur la phosphorylation de la protéine AKT dans 

les cellules tumorales a été étudié. Par densitométrie, nous avons analysé l’expression d’AKT 

phosphorylée en fonction de l’expression de la protéine HSC70 (protéine utillisée comme 

contrôle de dépôt). Comme pour la protéine eNOS, nous n’avons pas vu de modification de 

l’expression de la protéine AKT-P dans les cellules tumorales (MDA-MB-231, SKBR3 et 

MCF-7) lorsque celles-ci sont enrichies en DHA (figure 62). 

 

Figure 62 : Expression d’AKT phosphorylée dans 3 lignées tumorales mammaires. 

Les cellules tumorales ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 6 jours. L’expression d’AKT phosphorylée au 

niveau de la Serine 473 a été déterminée par western blotting. Après analyse densitométrique, le niveau 

d’expression d’AKT-P a été rapporté à l’expression de la protéine HSC 70 (protéine utillisée comme contrôle de 

dépôt). Le rapport obtenu a été normalisé par rapport à la condition contrôle. n=1 pour les cellules MDA-MB-

231. n = 4 pour les MCF-7 et SKBR3 : moyenne ± SEM. 

c. Expression du VEGFR2 et de sa forme phosphorylée 

dans les cellules tumorales MDA-MB-231. 

Les cellules MDA-MB-231 ont été enrichies ou non par du DHA. L’analyse du 

VEGFR2 et du VEGFR2-P Tyr1175 a été réalisée par western blotting. Les  résultats sont 

présentés dans la figure 63. Il est apparu qu’un enrichissement en DHA ne modifie pas la 

quantité totale de VEGFR-2 et ne modifie pas non plus la phosphorylation de ce récepteur au 

niveau du résidu tyrosine 1175. 
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Figure 63 Expression du VEGFR2-P par rapport au VEGFR2 dans les cellules tumorales MDA-MB-231. 

Les cellules MDA-MB-231 ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 6 jours. L’expression de VEGFR2 et de 

VEGFR2-P au niveau de la tyrosine 1175 a été déterminée par western blotting (n=2). Après analyse 

densitométrique, le rapport entre VEGFR2-P et VEGFR2 a été effectué, les résultats (n=2, moyenne ± SD) ont 

été normalisés par rapport à la condition contrôle. 
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V. Article 

S. Kornfeld, C. Goupille, S. Vibet, S. Chevalier, A. Pinet, J. Lebeau, F. Tranquart, P. 

Bougnoux, E. Martel, A. Maurin, S. Richard, P. Champeroux, K. Mahéo. Reducing 

endothelial NOS activation and interstitial fluid pressure with n-3 PUFA offset tumor 

chemoresistance. 
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VI. Résultats complémentaires 

A. Effet du DHA sur la sensibilité des cellules HUVEC au 

docétaxel. 

Au laboratoire, il a été montré que les AGPI  n-3 sensibilisaient les tumeurs 

mammaires de rats au docétaxel. Il a été observé que cette chimiosensibilisation était 

associée à une diminution de la quantité vasculaire. In vitro, un enrichissement en DHA des 

cellules tumorales sensibilisent ces dernières au docétaxel. Au même titre que pour les 

cellules tumorales, nous nous sommes demandé si un enrichissement en DHA sensibilisait les 

cellules endothéliales au docétaxel. 

Pour déterminer si le DHA est capable de sensibiliser les cellules endothéliales au 

docétaxel, les cellules ont été enrichies ou non en DHA 10 µM (dose non antiproliférative) 

pendant 4 jours, puis co-traitées avec du docétaxel aux doses de 0,1, 1 et 10 nM pendant 1 à 7 

jours. La prolifération des cellules a été mesurée par un test MTT. La figure 64 présente 

l’effet antiprolifératif du docétaxel en fonction du temps d’application sur les cellules 

enrichies ou non en DHA. 

Quelque soit le temps d’application, la concentration de 0,1 nM de docétaxel n’affecte 

pas significativement la prolifération des HUVEC (Figure 64A). Pour la concentration de 1 

nM de docétaxel, la prolifération des HUVEC est inhibée de 46 % après 3 jours de traitement 

et de 68 % après 7 jours (p < 0,001). A 10 nM, le docétaxel inhibe la prolifération des cellules 

56 % après 3 jours de traitement et de 70 % après 7 jours (p < 0,001). Cependant, nous 

n’avons pas vu d’augmentation de la sensibilité des cellules au docétaxel par le DHA (figure 

64B) 
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Figure 64 : Effet du docétaxel sur la prolifération des HUVEC enrichies ou non en DHA. 

Les HUVEC ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 4 jours avant d’être co-traitées par du docétaxel à 0,1, 1 

et 10 nM pendant une durée de 1 à 7 jours. La prolifération / viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT. 

Les résultats (2 < n < 4 expériences indépendantes, moyenne ± SEM) sont exprimés en pourcentage de cellules 

viables par rapport à la condition contrôle. *** p <0,001, ANOVA suivi d’un post-test de Newman-Keuls 

B. Effet du DHA dans la migration transendothéliale des cellules 

tumorales. 

Les cellules tumorales mammaires MDA-MB-231 sont connues pour être invasives. 

Lors de la formation de métastases, les cellules tumorales entrent dans la circulation 

sanguine par intravasation. Elles envahissent ensuite les tissus sains par un phénomène 

d’extravasation : elles vont adhérer aux cellules endothéliales et migrer au travers de 

l’endothélium. Il a été montré au laboratoire que l’invasion des cellules tumorales MDA-MB-

231 était diminuée par un enrichissement en DHA. In vivo, nous avons montrés que les AGPI 

n-3 régulaient l’expression de certains gènes pouvant être impliqués dans les processus 

métastatiques (Epiréguline et métalloprotéases, voir tableau XIX). Nous nous sommes 

intéressés à l’effet du VEGF et du DHA sur la migration transendothéliale des MDA-MB-231, 

test modélisant l’extravasation des cellules tumorales. 
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Dans ces expérimentations de migration transendothéliale, nous avons étudié l’effet du 

VEGF et du DHA sur la migration des cellules tumorales MDA-MB-231 au travers d’une 

monocouche de cellules endothéliales. Ces résultats nous montrent que la migration 

transendothéliale des MDA-MB-231 est augmentée de 45 % lorsque du VEGF (5 ng/mL) est 

rajouté dans le milieu chimioattractant (figure 65, p < 0,001). Lorsque les cellules tumorales 

et les HUVEC sont enrichies en DHA (10 µM), la stimulation de la migration 

transendothéliale des MDA-MB-231 induite par le VEGF est annulée (p<0,01). 

 

Figure 65 : Migration transendothéliale des cellules tumorales MDA-MB-231. 

Les cellules endothéliales et tumorales ont été enrichies en DHA 10 µM pendant 4 et 5 jours (respectivement). 

L’expérience est réalisée en chambre de Boyden. Les cellules endothéliales sont ensemencées sur des inserts 

coatés par du collagène IV et les MDA-MB-231 marquées par du Bodipy (traceur fluorescent), sont déposées sur 

la monocouche formée par les HUVEC. Le VEGF est ajouté à 10 ng/mL. La migration s’effectue sur 14 heures. 

Les résultats (n=3, moyenne ± SEM) sont exprimés en pourcentage de cellules tumorales ayant migré au travers 

de la monocouche par rapport à la condition contrôle (HUVEC et MDA-MB-231 non enrichies en DHA et sans 

VEGF). ** p < 0,01, *** p < 0,001, ANOVA suivi d’un test de Newman-Keuls. 
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Discussion et perspectives 
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Cette thèse a eu pour objectifs principaux de déterminer les effets des AGPI n-3 sur la 

qualité de la vascularisation tumorale et sur les différentes étapes de l’angiogenèse. Nous 

avons également déterminé quelles étaient les cibles moléculaires impliquées dans l’effet anti-

angiogéniques des AGPI n-3. 

L’effet anti-angiogénique des AGPI n-3 a été observé in vitro et in vivo. In vivo, à 

l’aide des empreintes vasculaires des tumeurs mammaires nous avons confirmé la diminution 

de la densité vasculaire par les AGPI n-3 observée lors de l’étude précédente. Nous avons 

également montré que les AGPI n-3 amélioraient la qualité de la vascularisation tumorale 

sous chimiothérapie puisqu’une diminution de la pression interstitielle et une augmentation de 

l’extravasation du bleu d’Evans ont été observées. Enfin, nous avons mis en évidence que le 

DHA inhibait in vitro les principales étapes de l’angiogenèse induites par le VEGF, qui sont 

la formation de pseudocapillaires et la migration des cellules endothéliales. Cette étude in 

vitro nous a permis d’identifier la voie de signalisation VEGF/AKT/eNOS comme une des 

cibles du DHA. En effet, nous avons mis en évidence une diminution de l’activation de la 

eNOS, suggérant une diminution de la synthèse du NO. 

Lors de l’expérimentation animale menée au cours de cette thèse, nous avons observé 

que les valeurs de pression interstitielle basales (mesurées avant traitement) des tumeurs 

mammaires variaient entre 5 et 25 mm Hg. Ces variations, conformes aux valeurs obtenues 

chez l’Homme (Jain et al. 2007) et dans un modèle de tumeurs mammaires chez le rat 

(Ferretti et al. 2009; Jain et al. 2007), ne sont pas dépendantes de la taille des tumeurs. En 

effet, nous n’avons pas vu de corrélation entre ces deux paramètres avant la chimiothérapie. 

Par ailleurs, nous avons montré que la pression interstitielle tumorale basale est corrélée à la 

réponse des tumeurs mammaires à la chimiothérapie. Ces résultats sont concordants avec la 

littérature (Ferretti et al. 2009; Milosevic et al. 2004) et suggèrent que la pression interstitielle 

basale élevée est un facteur prédictif de la résistance des tumeurs aux traitements. Nous avons 

observé une diminution de la pression interstitielle des tumeurs du groupe AGPI n-3 dans les 

premières heures qui suivent l’injection de docétaxel. Cette diminution précoce est 

modérément corrélée à la régression des tumeurs mammaires sous chimiothérapie (7 jours). 

Ce résultat se rapproche de celui obtenu dans l’étude de Ferretti et al. où une corrélation 

significative a été observée entre la diminution de la pression interstitielle deux jours après 

l’injection de patupilone (agent anticancéreux tubulo-affin) et la régression tumorale à 6 jours 
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(Ferretti et al. 2009). Ainsi, nos résultats supportent l’idée que la pression interstitielle joue un 

rôle majeur dans l’efficacité des traitements anticancéreux et que sa diminution précoce est 

prédictive de la réponse des tumeurs aux traitements. La diminution de la pression 

interstitielle par les AGPI n-3 peut présenter un avantage certain dans l’amélioration des 

traitements anticancéreux en clinique.  

Comme expliqué dans l’introduction de ce manuscrit, la pression interstitielle élevée 

agit comme une barrière à la pénétration des agents anticancéreux au sein de la tumeur. Dans 

différents modèles de tumeurs chez le rongeur, plusieurs études ont montré qu’une diminution 

de la pression interstitielle est associée à une augmentation de la distribution des agents 

anticancéreux tels que le 5-fluorouracil (Gade et al. 2009), le taxol (Pietras et al. 2002), le 

CPT-11 (Wildiers et al. 2003) et le topotecan (Dickson et al. 2007). Dans notre étude, nous 

avons montré que l’extravasation du bleu d’Evans est augmentée dans les tumeurs du groupe 

AGPI n-3, tumeurs présentant une pression interstitielle plus faible que les tumeurs du groupe 

contrôle. Nos résultats sont appuyés par ceux de Tong et al. où une diminution de la pression 

interstitielle par le DC101 (molécule anti-angiogénique dirigé contre le VEGFR2) augmente 

la pénétration de l’albumine au sein de la tumeur (Tong et al. 2004). Ceci suggère que, dans 

les tumeurs mammaires du groupe AGPI n-3, la pénétration du docétaxel est augmentée suite 

à une diminution de la pression interstitielle, expliquant ainsi l’amélioration de l’efficacité de 

la chimiothérapie par les AGPI n-3.  

Au laboratoire, il a été observé une augmentation du volume vasculaire sous 

chimiothérapie par le docétaxel dans le groupe nutritionnel contrôle (Cf. figure 31). Cette 

augmentation peut-être due à une augmentation du diamètre des vaisseaux ou à une induction 

de l’angiogenèse. L’hypothèse d’une augmentation du diamètre des vaisseaux semble plus 

pertinente puisqu’un effet vasodilatateur du docétaxel a déjà été décrit (Griffon-Etienne et al. 

1999). De plus, nous avons montré que dans les tumeurs mammaires de rats, le docétaxel 

induit la phosphorylation de la eNOS (Ser1177). Cette phosphorylation est un mécanisme 

d’activation majeur de la eNOS aboutissant à la synthèse du NO, molécule connue pour son 

action vasodilatatrice. Le docétaxel est un agent tubulo-affin qui stabilise les microtubules, 

empêchant ainsi leur dépolymérisation. Or, il a été décrit que la stabilisation des microtubules 

augmente l’association de la eNOS au Golgi ainsi que le recrutement de la protéine 

chaperonne HSP90 et de ce fait augmente la phosphorylation de la eNOS (Ser1177) (Su et al. 

2002) (Giustiniani et al. 2009). Dans les tumeurs du groupe nutritionnel AGPI n-3, l’effet 

vasodilatateur du docétaxel n’a pas été observé, et nous avons mis en évidence une diminution 
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de l’activation de la eNOS dans les tumeurs mammaires, suggérant une diminution de la 

synthèse de NO. Ces résultats in vivo ont été confortés par l’étude que nous avons menée in 

vitro sur les cellules endothéliales HUVEC. La phosphorylation de la eNOS induite par le 

VEGF est bloquée lorsque les cellules endothéliales sont enrichies en DHA. De plus, 

l’induction de la migration des cellules HUVEC est restaurée lorsqu’un donneur exogène de 

NO est ajouté au milieu de culture des cellules enrichies en DHA. Ces résultats suggèrent que 

les AGPI n-3 bloquent la voie de synthèse de NO. 

Le NO induit également l’hyperperméabilité vasculaire (Maeda et al. 1994; Thibeault 

et al. 2010), caractéristique de la vascularisation tumorale impliquée dans l’élévation de la 

pression interstitielle. L’inhibition de la synthèse de NO est d’ailleurs connue pour diminuer 

l’hyperperméabilité et bloquer l’angiogenèse (Fukumura et al. 2001) (Murohara et al. 1998). 

Nous avons montré que le DHA bloquait la perméabilité d’une monocouche de cellules 

HUVEC induite par le VEGF. Ces résultats, en adéquation avec les études ayant utilisés des 

inhibiteurs de la synthèse de NO (Dimmeler et al. 2000) (Gratton et al. 2003), suggèrent que 

l’inhibition de la voie de synthèse du NO sous chimiothérapie est un mécanisme expliquant 

l’effet anti-angiogénique des AGPI n-3 et la diminution de la pression interstitielle. 

Nous avons montré que l’inhibition de la eNOS diminue la perméabilité vasculaire et 

augmente l’extravasation de molécules. L’équipe de Tong et al. a mis en évidence que 

l’inhibition du récepteur au VEGF par le DC101 diminuait la perméabilité et restaurait les 

gradients de pression, améliorant ainsi le passage des moléules du compartiment vasculaire 

vers la tumeur (Tong et al. 2004). Les gradients de pression sont instaurés par la pression 

hydrostatique des capillaires (ou pression microvasculaire) qui s’oppose à la pression 

interstitielle et la pression oncotique. La résultante de ces trois pressions correspond à la 

pression nette de filtration, qui dans un tissu normal va dans le sens de la diffusion de 

molécules de la circulation sanguine vers le tissu. Dans une tumeur, l’hyperperméabilité 

vasculaire entraîne l’élévation de la pression interstitielle, de ce fait celle-ci égalise ou excède 

la pression microvasculaire. De plus, la fuite de protéines plasmatiques (due à la perméabilité 

des vaisseaux) fait que la pression oncotique devient négligeable. Ainsi, la pression nette de 

filtration devient nulle voire négative et s’oppose au passage de molécules vers la tumeur. 

Nous avons proposé un modèle hypothétique concernant l’effet des AGPI n-3 sur 

l’extravasation de molécules dans notre modèle de tumeurs mammaires. 

Dans le groupe contrôle, avant chimiothérapie, la pression interstitielle tumorale est 

élevée et égalise ou excède la pression microvasculaire, de ce fait la pression nette de 

filtration est nulle voire négative. Après l’injection du docétaxel, l’activation de la eNOS 
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pourrait expliquer la vasodilatation des vaisseaux observées dans les tumeurs du groupe 

contrôle. Une telle vasodilatation a été associée à une diminution de la pression 

microvasculaire (Griffon-Etienne et al. 1999). Nous avons également observé une légère 

diminution de la pression interstitielle dans le groupe contrôle après injection du docétaxel. 

Ainsi, la pression nette de filtration,  toujours proche de zéro, entraînerait une stagnation des 

molécules anticancéreuses autour des vaisseaux (d’où la stabilisation du volume tumoral 

observée dans le groupe nutritionnel contrôle). Dans le groupe nutritionnel AGPI n-3 soumis 

au protocole de chimiothérapie, la diminution de la pression interstitielle observée est 

probablement due à une diminution de la perméabilité vasculaire puisque nous avons observé 

une diminution de l’activation de la eNOS, suggérant une diminution de la synthèse de NO. 

De cette façon, les AGPI n-3 induiraient la restauration d’une pression nette de filtration 

positive dirigée dans le sens de la diffusion des molécules du compartiment vasculaire vers la 

tumeur. Cette restauration expliquerait l’augmentation de l’extravasation du bleu d’Evans que 

nous avons observé et pourrait augmenter l’extravasation et l’efficacité des agents 

anticancéreux. Les résultats concernant l’extravasation du bleu d’Evans suite à une 

diminution de la pression interstitielle sont cependant controversés. En effet, dans l’étude de 

Schnell et al., il a été montré qu’une diminution de la pression interstitielle était associée à 

une diminution de l’extravasation du bleu d’Evans (Schnell et al. 2008). En revanche, les 

études précliniques ayant étudié le captage des molécules anticancéreuses sont unanimes : la 

diminution de la pression interstitielle augmente la distribution de l’agent anticancéreux 

(Dickson et al. 2007; Pietras et al. 2001; Tong et al. 2004; Wildiers et al. 2003). Ainsi, dans 

notre modèle, doser la quantité de docétaxel présent dans les tumeurs suite à son injection 

permettrait de vérifier notre hypothèse selon laquelle les AGPI n-3 améliorent la distribution 

du docétaxel dans les tumeurs mammaires. 

Dans la littérature, le docétaxel a été décrit pour avoir des propriétés anti-

angiogéniques in vitro et in vivo (Grant et al. 2003) (Sweeney et al. 2001). Nous avons montré 

que la prolifération des cellules endothéliales HUVEC est diminuée par le docétaxel. Une 

diminution de la densité vasculaire des tumeurs mammaires de rats a également été observée 

et a été associée à une meilleure oxygénation de la tumeur puisque nous avons observé une 

diminution du pourcentage de tumeurs hypoxiques ainsi qu’une diminution importante de 

l’expression de la carbonique anhydrase IX (marqueur induit par l’hypoxie tumorale). Nos 

résultats renforcent l’idée que le docétaxel présente une activité anti-angiogénique. Cependant 

cet effet anti-angiogénique est tardif et n’intervient qu’en fin de chimiothérapie (6 semaines). 
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Selon le concept proposé par Jain et al., les molécules anti-angiogéniques diminuent la 

quantité vasculaire mais normalisent également les vaisseaux tumoraux. En effet, après une 

thérapie anti-angiogénique, ces derniers sont moins perméables, moins dilatés et plus matures 

car ils présentent un meilleur recouvrement par les péricytes et une normalisation de la 

membrane basale (Winkler et al. 2004). Suite à cette normalisation, une diminution de la 

pression interstitielle et une augmentation de l’oxygénation tumorales sont observées, 

suggérant une restauration de la fonctionnalité des vaisseaux tumoraux. La conséquence 

majeure de la normalisation vasculaire est l’amélioration de l’efficacité des traitements 

anticancéreux (Jain 2001; Jain 2005). En nous appuyant sur ce concept, nous avons supposé 

que les AGPI n-3 pourraient normaliser la vascularisation tumorale puisque nous avons 

observé une diminution de la densité vasculaire, de la pression interstitielle et une 

amélioration de l’efficacité du docétaxel. Lors de l’étude par puces à oligonucléotides des 

gènes impliqués dans l’angiogenèse, nous avons mis en évidence que les AGPI n-3, sous 

chimiothérapie augmentaient l’expression de l’ARNm de la métalloprotéase de type 9 (MMP-

9) Ce résultat est un nouvel argument en faveur de la normalisation par les AGPI n-3. En 

effet, ce résultat est en accord avec l’étude de Winkler et al. où il a été montré que la 

normalisation de la vascularisation induite par le DC101, était associée à une augmentation de 

l’ARNm de cette enzyme. Les auteurs ont suggéré que l’activité collagénase IV de la MMP-9 

induisait la normalisation de la membrane basale des vaisseaux tumoraux et pouvait jouer un 

rôle dans l’amélioration de la réponse des tumeurs à la radiothérapie (Winkler et al. 2004). 

Ainsi, la modulation de la membrane basale par les AGPI n-3 apparaît comme un mécanisme 

d’action potentiel supplémentaire et supportent notre hypothèse selon laquelle ces acides gras 

normalisent la vascularisation tumorale. L’étude de l’expression de la MMP-9, réalisée sur un 

petit nombre de rats, doit être élargie à un plus grand nombre d’animaux et complétée par une 

analyse de l’activité de la MMP-9. Il est également nécessaire d’enrichir ces résultats avec 

une étude plus approfondie de l’architecture des vaisseaux notamment en étudiant, par 

histologie, l’effet des AGPI n-3 sur le recouvrement des vaisseaux par les péricytes et de la 

lame basale.  

Nous avons observé que le DHA bloquait l’induction des différentes étapes de 

l’angiogenèse (migration, formation de pseudocapillaires, perméabilité) induites par le VEGF. 

Nous avons supposé que cet effet anti-angiogénique est dû à un blocage de la voie de 

signalisation VEGF/AKT/eNOS puisque nous avons mis en évidence que le DHA diminuait 

la phosphorylation de la eNOS induite par le VEGF. Il reste actuellement à déterminer quels 
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sont les mécanismes pouvant expliquer cette diminution de l’activation de la eNOS. La 

protéine kinase AKT est nécessaire à la phosphorylation de la eNOS au niveau du résidu 

Ser1177 (Dimmeler et al. 2000; Dimmeler et al. 1999; Kawasaki et al. 2003). Dans les 

cellules endothéliales HUVEC, le DHA a été décrit pour diminuer la phosphorylation de la 

protéine AKT induite par le VEGF (Schaefer et al. 2008). Dans ce même modèle cellulaire, 

suite à une stimulation des cellules par du VEGF, nous avons montré que le DHA entraîne 

une déphosphorylation d’AKT progressive qui coïncide avec l’inhibition de l’activation de la 

eNOS. La déphosphorylation d’AKT suggère que le DHA régule l’expression de certaines 

phosphatases impliquées dans la déphosphorylation de cette protéine. Nous n’avons pas 

étudié la régulation de phosphatases au cours de cette thèse. Cependant, l’équipe de Gosh-

Choudhury a montré que les AGPI n-3 diminuaient l’expression de PTEN (Ghosh-Choudhury 

et al. 2009). Cette phosphatase est un antagoniste de PI3K puisqu’elle déphosphoryle PIP3 en 

PIP2, bloquant ainsi la phosphorylation d’AKT. Ces données suggèrent que le blocage de la 

voie de signalisation PI3K/AKT semble être un mécanisme potentiel par lequel le DHA 

diminue l’activation de la eNOS. Cette piste mécanistique mérite d’être plus amplement 

explorée. 

Outre son activation par la protéine AKT, la eNOS est également activée par une 

augmentation du calcium intracellulaire. Ce dernier est libéré par le réticulum endoplasmique 

après activation de la phospholipase C-γ par le résidu tyr1175 phosphorylé du VEGFR2 

(Koch et al. 2011). Dans la littérature il a été suggéré que les AGPI n-3 agissaient au niveau 

de ce récepteur au VEGF (Rose and Connolly 1999b) en diminuant son expression (Tsuji et 

al. 2003). A l’heure actuelle, nous n’avons pas pu montrer que le DHA régulait l’expression et 

la phosphorylation du VEGFR-2 au niveau du résidu tyr1175 lorsque les cellules 

endothéliales sont stimulées par le VEGF. Ces résultats sont des données préliminaires et 

nécessitent d’être reproduits. De plus, il existe plusieurs sites de phosphorylation du VEGFR-

2, et quelques études ont mis en évidence que l’activation de la eNOS par le VEGF requiert 

l’autophosphorylation du résidu Tyr801 (Blanes et al. 2007). Il semblerait que la 

phosphorylation de ce résidu précède également la phosphorylation des résidus Tyr1054 et 

Tyr1059 requise pour l’activité maximale du VEGFR-2 (Koch et al. 2011).  

In vitro, nous avons montré que l’effet anti-angiogénique de DHA n’était pas dû à 

l’augmentation de la sensibilité des cellules endothéliales au docétaxel. En effet, dans notre 

modèle de cellules HUVEC l’action anti-proliférative du docétaxel n’est pas augmentée 

lorsque les cellules sont enrichies en DHA. Cependant, les cellules endothéliales dérivées des 
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vaisseaux tumoraux sont connues pour avoir des propriétés différentes des cellules 

endothéliales normales (telles que les HUVEC), pour surexprimer certains récepteurs tels que 

le VEGFR2 et pour être résistantes à la chimiothérapie (Furuya et al. 2005) (Grange et al. 

2006). De ce fait, il serait intéressant d’étudier l’effet d’un enrichissement en DHA sur les 

propriétés des cellules endothéliales issues d’un contexte tumoral ainsi que sur leur sensibilité 

aux agents anticancéreux. 

In vivo, l’amélioration de l’efficacité du docétaxel n’est pas associée à une 

augmentation de la toxicité de l’agent anticancéreux sur les animaux. En effet, nous avons 

observé que la diminution de l’activité locomotrice des rats n’était pas accentuée dans le 

groupe AGPI n-3 (figure 51). Lors de l’expérimentation animale précédente, ni la formule 

sanguine et ni le poids des animaux ne diffèrent significativement entre les deux groupes 

nutritionnels sous chimiothérapie (données non montrées). En accord avec la littérature où il a 

été montré les AGPI n-3 n’augmentent pas la toxicité de la chimiothérapie (Baumgartner et al. 

2004) (Germain et al. 2003; Germain et al. 1999) (Hardman et al. 1999) (Bougnoux et al. 

2009), nous avons mis en évidence que les AGPI n-3 n’augmentent pas la toxicité du 

docétaxel. 

Le docétaxel exerce un effet anti-angiogénique à 6 semaines. Ceci peut être du à une 

diminution de la synthèse de facteurs pro-angiogéniques puisque nous avons observé une 

diminution de la quantité de VEGF-A dans le sérum des rates traitées par le docétaxel. Etant 

donné que les AGPI n-3 diminuent la pression interstitielle des tumeurs mammaires et 

contrôlent le développement de la vascularisation, nous avons supposé qu’ils modulaient 

également la synthèse de VEGF. Or, contrairement à l’équipe de Tevar (Tevar et al. 2002), 

nous n’avons pas vu de modification de la synthèse de VEGF par les AGPI n-3 ni avant ni à 

la fin de la chimiothérapie. En revanche, une importante diminution de l’épiréguline, ligand 

de la famille EGF, a été observée dans les tumeurs du groupe AGPI n-3. Cette famille, 

comprenant sept ligands et quatre récepteurs à activité tyrosine kinase (EGFR ou HER), est 

impliquée dans la prolifération cellulaire (Normanno et al. 2006). Une sur-activation de cette 

voie de signalisation est observée dans de nombreux cancers dont le cancer du sein 

(Dannenberg et al. 2005; Komurasaki et al. 1997). Par ailleurs, dans un modèle de tumeurs 

mammaires chez la souris, l’inhibition de l’expression de l’épiréguline limite fortement le 

développement de la tumeur mammaire et de sa vascularisation (Gupta et al. 2007). La 

diminution de la synthèse de l’épiréguline par les AGPI n-3 peut participer à l’inhibition de la 

prolifération des cellules tumorales et endothéliales. L’expression des récepteurs à 
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l’épiréguline n’a pas été quantifiée au cours de cette thèse. Cependant, une diminution de 

l’expression de HER-2 par les AGPI n-3 a été rapportée dans les lignées tumorales 

mammaires (Menendez et al. 2005). Ainsi, les AGPI n-3, en inhibant la synthèse de 

l’épiréguline peuvent limiter le développement de la vascularisation dans notre modèle de 

tumeurs.  

Enfin, nous avons également montré que l’expression de l’ARNm d’une autre 

métalloprotéase, la MMP-3, était diminuée par les AGPI n-3. L’expression de cette enzyme a 

été détectée au niveau de tumeurs mammaires et au niveau de métastases ganglionnaires alors 

qu’elle est peu ou pas exprimée dans les tissus et ganglions lymphatiques normaux (Basset et 

al. 1990). De plus, l’expression de cette enzyme a été associée au caractère invasif des 

cellules tumorales MDA-MB-231 in vitro (Hegedüs et al. 2008). Ainsi, il est possible que les 

AGPI n-3, en diminuant l’expression de MMP-3 jouent un rôle dans l’inhibition de la 

formation de métastases. 

 

Perspectives.  

La vascularisation tumorale joue un rôle important dans la formation de métastases 

puisqu’elle permet aux cellules tumorales d’échapper à la tumeur primaire pour aller coloniser 

les tissus sains. La pression interstitielle tumorale a été associée à l’envahissement 

ganglionnaire (Jain and Stylianopoulos 2010). L’hypoxie a quant-à elle été associée à une 

augmentation de l’invasivité des cellules tumorales (Sullivan and Graham 2007) (Vaupel 

2004b). Chacune des cibles des AGPI n-3 que nous avons mis en évidence est impliquée dans 

la formation de métastases. Le NO induit l’hyperperméabilité vasculaire et peut ainsi faciliter 

le passage des cellules tumorales dans la circulation sanguine (Ying and Hofseth 2007). De 

plus, ce facteur est décrit pour induire l’invasion des cellules tumorales (Gauthier et al. 2004) 

(Orucevic et al. 1999). L’inhibition de la eNOS chez la souris (souris eNOS
-/-

) diminue la 

perméabilité vasculaire (Fukumura et al. 2001; Gratton et al. 2003) et diminue 

l’envahissement ganglionnaire par les cellules tumorales (Lahdenranta et al. 2009). Enfin, 

l’expression de la eNOS a été associée au potentiel métastatique des cellules tumorales 

(Fukumura et al. 2006). L’épiréguline, quant-à elle, favorise l’extravasation des cellules 

tumorales au travers de l’endothélium vasculaire (Gupta et al. 2007).  

Ainsi, il est possible que le DHA, puisse jouer un rôle dans la formation de métastases. 

L’extravasation des cellules tumorales correspond à leur passage du compartiment vasculaire 

vers le tissu sain. Cette propriété peut être modélisée in vitro par la technique de la migration 
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transendothéliale. Au cours de cette thèse, nous avons montré que le DHA inhibe la migration 

transendothéliale des cellules tumorales mammaires induite par le VEGF. Ces résultats sont 

concordants avec ceux obtenus par l’équipe de Gupta, où l’inhibition de l’épiréguline par des 

ARN interférants diminue la migration transendothéliale des cellules tumorales (Gupta et al. 

2007).  

Nous avons émis l’hypothèse que le DHA, en diminuant la perméabilité et la 

migration des cellules tumorales, pouvait inhiber la formation et la dissémination de 

métastases. Au cours de cette thèse nous avons initié l’étude de la voie de synthèse du NO 

dans les cellules tumorales. Nous avons montré que les cellules tumorales mammaires 

exprimaient les formes phosphorylées d’AKT et de la eNOS. Cependant, nous n’avons pas 

mis en évidence de régulation par le DHA. Il est donc possible que le DHA inhibe la 

migration transendothéliale en réduisant la migration/invasion des cellules tumorales par le 

blocage de l’épiréguline. D’autre part, le DHA, en diminuant l’hyperperméabilité via le 

blocage de la eNOS au niveau des cellules endothéliales, peut réduire le passage des cellules 

tumorales au travers de l’endothélium. Un enrichissement en DHA des cellules tumorales ou 

des cellules endothéliales permettra de déterminer quels types cellulaires sont ciblés par cet 

AGPI n-3. Les rôles du NO et de l’épiréguline dans l’inhibition de la migration 

transendothéliale des cellules tumorales pourront être déterminés notamment en utilisant des 

inhibiteurs pharmacologiques de la eNOS et / ou de l’épiréguline. Il serait également 

intéressant de remplacer le modèle de cellules endothéliales vasculaires (les HUVEC) par un 

modèle de cellules endothéliales lymphatiques, permettant ainsi de modéliser la formation de 

métastases lymphatiques. 

Outre la eNOS, la NOS inductible, également exprimée dans les tumeurs (Thomsen et 

al. 1995; Tschugguel et al. 1999) est également impliquée dans la formation de métastases 

(Fukumura et al. 2006). Nous n’avons pas étudié l’expression de la iNOS dans les cellules 

tumorales et endothéliales. En revanche, il a été montré que le DHA diminuait l’expression de 

la iNOS dans les cellules cancéreuses de colon in vitro et in vivo (Narayanan et al. 2003). 

Cette piste mériterait également d’être exploitée afin de déterminer si les AGPI n-3 peuvent 

diminuer la formation de métastases en inhibant la iNOS. 

 

En conclusion, les travaux de cette thèse ont montré que les AGPI n-3 présentent des 

propriétés anti-angiogéniques impliquées dans la sensibilisation des tumeurs mammaires aux 
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taxanes. Ces acides gras diminuent l’activation de la eNOS et diminue la pression interstitielle 

tumorale, obstacle majeur à la distribution de l’agent anticancéreux au sein de la tumeur. 

Cette étude a permis de comprendre comment les AGPI n-3 amélioraient l’efficacité des 

taxanes par un mécanisme anti-angiogénique. Ainsi, l’apport d’AGPI n-3 au cours de la 

chimiothérapie pourrait être une stratégie thérapeutique pour normaliser la vascularisation 

tumorale et de fait augmenter l’efficacité des traitements anticancéreux.  
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Annexes 
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Annexe 1 : Liste des gènes impliqués dans l’angiogenèse dont 

l’expression a été mesurée dans les tumeurs mammaires de 

rats. 
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La vascularisation tumorale : une cible 

thérapeutique des acides gras polyinsaturés 

n-3 pour sensibiliser les tumeurs 

mammaires aux traitements anticancéreux. 

 

Résumé 

Les acides gras polyinsaturés n-3 (acide docosahexaènoïque, DHA et acide 

eicosapentaènoïque, EPA) sensibilisent les tumeurs mammaires aux agents anticancéreux. 

Cette sensibilisation implique la régulation de la vascularisation tumorale. En effet, un régime 

nutritionnel EPA/DHA, associé à une chimiothérapie par le Docétaxel (Taxane) diminue la 

quantité de vascularisation (effet anti-angiogénique). Une amélioration de la qualité vasculaire 

est aussi observée par une diminution de la pression du liquide interstitiel, paramètre décrit 

comme un frein à la délivrance des drogues dans les tumeurs. Cette diminution est associée à 

une extravasation plus importante du bleu d’Evans, suggérant une meilleure distribution des 

agents anticancéreux au sein des tumeurs. L’effet antiangiogénique du DHA implique une 

diminution de la voie de signalisation VEGF/eNOS/NO. Ainsi, l’activation de la NO synthase 

endothéliale (eNOS) est diminuée dans des cellules endothéliales en culture et dans les 

tumeurs mammaires. Nos résultats suggèrent que l’apport d'acides gras EPA/DHA aux 

patients au cours de la chimiothérapie pourrait être une nouvelle approche thérapeutique pour 

normaliser la vascularisation tumorale et améliorer l’efficacité des traitements anticancéreux. 

Mots clés : Acides gras polyinsaturés n-3, tumeurs mammaires, vascularisation tumorale, 

angiogenèse, chimiothérapie, pression interstitielle, VEGF, NO synthase endothéliale, NO 
 

Abstract 

Polyunsaturated fatty acids n-3 (docosahexaenoic acid, DHA and eicosapentaenoic acid, 

EPA) sensitize mammary tumors to anticancer drugs. This sensitization involves the 

regulation of tumor vasculature. Indeed, a nutritional diet with EPA / DHA, in combination 

with taxane chemotherapy (docetaxel) decreases the vascular quantity (anti-angiogenic 

effect). An improvement of vascular quality is also observed by a decrease of interstitial fluid 

pressure, a parameter described as a barrier to drug delivery in tumors. This decrease 

improves extravasation of Evans blue, suggesting a better distribution of anticancer agents in 

tumors. The antiangiogenic effect of DHA involves a decrease of signaling pathway VEGF / 

eNOS / NO. Thus, activation of endothelial NO synthase (eNOS) is decreased in endothelial 

cells in culture and in mammary tumors. Our results suggest that intake of fatty acids EPA / 

DHA to patients during chemotherapy could be a new therapeutic approach to normalize 

tumor vasculature and improve the efficacy of cancer treatments. 

Key words: n-3 polyunsaturated fatty-acids, mammary tumor, tumor vascularization, 

angiogensesis, chemotherapy, interstitial fluid pressure, VEGF, endothelial NO synthase, NO 

 


