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Introduction 

1. La cellule endothéliale et l’endothélium 

1.1. Structure de l’endothélium vasculaire 

L'endothélium vasculaire correspond à la paroi interne des artères, des capillaires et des veines. Il s’inscrit comme 

un composant de la paroi vasculaire elle-même composée de trois tuniques disposées de manière concentrique. 

On distingue depuis la cavité interne endoluminale vers la périphérie de l’artère : l’intima, la media et l’adventice. 

L'intima est la couche interne de la paroi artérielle. Elle est séparée de la media par la limitante élastique interne, 

épaisse de 40 à 80 μm, constituée de fibres élastiques. La media, couche moyenne, constitue la couche principale 

de l'artère. C'est un empilement concentrique d'unités lamellaires formées de cellules musculaires lisses (CML) 

et d'une matrice conjonctive (élastine, collagène et mucosaccharides). La media est séparée de l'adventice par la 

limitante élastique externe, constituée d'épaisses lames d'élastine percées de fenestrations, permettant le 

passage bidirectionnel de substances et de cellules. L'adventice, tunique externe, est constituée d'un tissu 

conjonctif basal, de fibroblastes, de cellules adipeuses et du vasa et nervi vasorum. L'importance de ces trois 

tuniques est variable selon le type de vaisseaux, et conditionne leurs fonctions (Figure 1). 

 

Figure 1: Structure de la paroi vasculaire d’après Mauge 2014 

 

L’endothélium est une paroi constituée d’une monocouche de cellules endothéliales (CE) polarisées. Ces dernières 

ont été décrites comme étant fixées à une lame basale de 80 nm d'épaisseur. L’association des CE et de la lame 

basale constitue l'intima vasculaire, établissant une surface de contact avec le flux sanguin, estimée à une 

superficie combinée totale de 3000 à 6000 m2 chez l’Homme, pour un total de 1 à 6 x 1013 CE (1,2). Lors de sa 

première description en 1865, cette monocouche était considérée comme une simple barrière inerte séparant les 
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globules sanguins et les tissus environnants. Depuis les années 1970, on lui reconnait de nombreuses autres 

fonctions notamment mécaniques et sécrétrices détaillées dans ce chapitre 

Les CE sont des cellules polarisées : leur membrane apicale est directement exposée au flux sanguin et aux 

cellules circulantes, tandis que la surface basolatérale est séparée des tissus environnants par une membrane 

basale composée de glycoprotéines et ancrée à la membrane cellulaire par les CE elle-même. La forme des CE 

varie le long de l'arbre vasculaire, mais elles sont généralement minces et légèrement allongées, elles mesurent 

entre 30 à 50 μm de longueur et 10 à 30 μm de large pour une épaisseur de 0,1 à 10 μm. En microscopie, elles 

apparaissent légèrement arrondies sous la forme d’un tapis de « gravillons » décrit comme des « cobble-stone ». 

Au sein du vaisseau sanguin, les CE sont orientées le long de l'axe du vaisseau afin de minimiser les contraintes 

de cisaillement exercées par le flux sanguin (3). De par le contact avec le compartiment sanguin, les cellules 

endothéliales sont en effet soumises à plusieurs types de stress mécaniques dont la préhension est intimement 

liée à leurs fonctions.  

1.2. Fonctions de l’endothélium  

L’endothélium assure une grande variété de fonctions, et ceci explique en partie le nombre important de 

pathologies dans lesquelles sont impliquées les CE. L’endothélium présente à la fois des fonctions mécaniques, 

paracrines (Figure 2) et endocrines en plus de son rôle primordial de barrière entre le compartiment sanguin et 

tissulaire. Il assure le contrôle du tonus vasculaire, de la migration transendothéliale des leucocytes, ce qui 

participe à la régulation de l’inflammation, de la perméabilité vasculaire et de la coagulation. Il joue également 

un rôle antioxydant et régule la croissance cellulaire. Ces fonctions sont, bien sûr, grandement influencées par la 

localisation des CE au sein de l’arbre vasculaire.  

1.2.1. L’endothélium comme barrière vasculaire 

La fonction de barrière exercée par les cellules de l’endothélium n’est pas uniforme. Les va isseaux de grand 

diamètre (artères, veines, artérioles et veinules) conduisent le sang du cœur vers les organes et les tissus et 

inversement et ce, sans presque aucune perte de liquide sanguin ou de cellules en conditions physiologiques. 

Malgré une très grande variabilité de pression sanguine le long de l’arbre vasculaire, cette faible perméabilité est 

maintenue par l’endothélium (3). 

Les capillaires, au contraire, sont des vaisseaux destinés à l'échange de fluides, de solutés et de matière 

condensée entre les compartiments intra- et extravasculaires (4). La perméabilité des vaisseaux de la barrière 

hémato-encéphalique est extrêmement faible, celle des artères et veines très faible et celle des artérioles et 

veinules très faible à faible (3–5). Une grande variabilité de perméabilité est également observée dans différentes 

régions capillaires. La pression exercée contre la paroi vasculaire est également un des paramètres gouvernant 

les échanges de fluides. Dans la plupart des capillaires, les valeurs de pression varient entre 0 et 25 mmHg. 

Cependant, dans des cas extrêmes, tels que les capillaires des glomérules des reins, la pression peut atteindre 

50 mmHg augmentant ainsi le flux intermembranaire. Il existe également une grande variabilité dans les capacités 

de transport à travers les différentes couches endothéliales le long de l’arbre vasculaire. Alors que la plupart des 

capillaires permettent l'exportation et l'importation de plasma sanguin dans des conditions physiologiques 

normales, il existe un échange accru de fluides, de solutés et de matière condensée dans les capillaires des 

glomérules rénaux, grâce au processus de nanofiltration spécialisé.  
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Figure 2 : Représentation schématique de l’activité de sécrétion de la cellule endothéliale agissant sur la physiologie 

vasculaire. D’après Sumpio et al. 2002. AT III : Antithrombine III ; CAM : Cell Adhesion Molecule ; EDHF : Endothelium-
derived Hyperpolarizing Factor ; FGF : Fibroblast Growth Factor ; G-CSF : Granulocyte colony-stimulating factor ; GM-CSF : 
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor ; IGF : Insulin Growth Factor ; IL-1;6;8 : Interleukine ; LT B4; C4; D4; 

E4 : Leukotriene ; MCP-1;-2 : Monocyte Chemoattractant Protein ; MHC II : Major Histocompatibility Complex ; NO : 
Monoxyde d'azote ; PAF : platelet Activating Factor ; PDGF :Platelet Derived Growth ;  Factor PAI-1;2 :Plasminogen 
activator inhibitor ; ROS : Reactive Oxygen Species ; TGF-β :Transforming Growth Factor-Beta ; tPA : tissue plasminogen 
activator ; TXA2 : Thromboxane A2 

 

La variabilité du réseau vasculaire est également représentée par la structure générale de l’arbre vasculaire. La 

ramification vasculaire s’organise hiérarchiquement des artères vers le cœur en passant par les artérioles puis les 

capillaires. Inversement, depuis le cœur se succèdent les veines puis les artères. Cette hiérarchie peut être 

modifiée dans des réseaux vasculaires spécialisés. Dans les glomérules rénaux, par exemple, l’organisation 

vasculaire se complexifie avec une succession artérioles-capillaires-artérioles-capillaires-veinules. Il ne s’agit là 

que de quelques-uns des nombreux exemples de complexité du système vasculaire qui reflètent la variété des 

situations et des processus auxquels les CE sont confrontées dans des conditions physiologiques. Dans des 

conditions physiopathologiques, cette complexité devient exagérée. 

1.2.2. L’endothélium et le flux sanguin  

Les CE jouent également un rôle primordial dans la gestion du flux sanguin, notamment en exerçant un contrôle 

sur le tonus vasculaire, et donc, sur le diamètre des vaisseaux. Les CE, en coordination avec les CML, régulent le 

flux sanguin. Cette régulation se fait via l’interaction entre les CE et des agents vasoactifs ainsi que l’implication 

de l’endothélium dans le catabolisme de ces agents. L’endothélium joue un rôle important dans le contrôle du 

tonus vasculaire. Il participe à la vasodilatation notamment via la sécrétion de monoxyde d’azote (NO). Le NO en 

plus d’être libéré lors de la stimulation, par exemple par l'angiotensine II, l'acétylcholine, l'histamine, la 
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bradykinine, l'acide arachidonique, les nucléotides d'adénine, etc., (6), joue également un rôle important dans le 

maintien d'un tonus basal (Figure 3). Cela a été démontré par la perfusion d'un inhibiteur de la NO synthase 

(NOS), comme l'acétate de NG-Méthyl-L-arginine (L-NMMA) entraînant une augmentation de la pression artérielle 

au repos (7). Le NO n'est pas le seul vasodilatateur qui dérive de l'endothélium : ce dernier génère également de 

la PGI2 (Prostaglandine I2), un eicosanoïde qui va venir relaxer les cellules musculaires lisses sous-jacentes via 

l'activation de l'adénylate cyclase avec génération ultérieure d'AMPc. Le PGI2 est libérée de manière constitutive 

par les CE (8) et semble également être impliquée dans la régulation du tonus vasculaire au repos. 

De façon opposée, l’endothélium produit également des facteurs vasoconstricteurs. Ces facteurs comprennent 

l'angiotensine II (Ang II), le thromboxane A2, l'endothéline-1 (ET-1), la prostaglandine H2 (PGH2) et les espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) (Figure 3) (9–11). Parmi ceux-ci, l'endothéline est un puissant agent 

vasoconstricteur à effet durable. En 1988, l'endothéline, dérivée de l'endothélium, a été isolée du surnageant de 

culture cellulaire de CE porcines (12). La famille des endothélines est décrite comme constituée de trois peptides 

structurellement apparentés, ET-1, ET-2 et ET-3 (13). Dans le système vasculaire, la pro-endothéline est libérée 

de la surface basale des CE et convertie en endothéline mature de manière extracellulaire par des « enzymes de 

conversion de l'endothéline (ECE) » liées à la membrane. Apparemment, l'endothéline n'est pas stockée dans la 

CE, mais elle est synthétisée de novo en réponse à divers signaux chimiques (angiotensine II, cytokines 

thrombine, etc.) ou physiques (stress de cisaillement, hypoxie, etc.) (13,14) (Figure 3). 

L’endothélium joue également un rôle essentiel dans le contrôle de l’inflammation. Ces fonctions comprennent 

l'augmentation de la perméabilité, la vasodilatation, l'augmentation de l'extravasation des leucocytes ainsi que le 

contrôle de la coagulation et de la formation de thrombus. Au repos, l'endothélium intact est principalement 

antithrombotique, cependant avec l'activation des CE par des facteurs inflammatoires, l'endothélium peut devenir 

pro-thrombotique. Plusieurs études in vitro ont identifié le TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), l'endotoxine, 

l'interleukine-1 (IL-1) et la thrombine comme des agents inflammatoires capables d'activer la CE (3) :  

1.2.3. L’endothélium en réponse au stress mécanique 

En raison de leur emplacement stratégique, les CE sont capables de détecter les changements hémodynamiques 

et l’ensemble des signaux transmis par le sang et de réagir par la libération de substances vasoactives. Dans des 

conditions physiologiques, les facteurs de relaxation et de contraction sécrétés par l'endothélium sont à l’équilibre, 

de sorte que l'homéostasie vasculaire soit maintenue (15). 
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Figure 3: Schéma des facteurs agissant sur l’endothélium pour initier une vasoconstriction/vasodilatation. D’après Krüger-
Genge et al, 2019 

 

En plus des changements dans la morphologie cellulaire, la CE répond instantanément à des variations du flux 

sanguin par un changement de son activité électrochimique ainsi que par des changements de son expression 

génique. On observe ainsi une augmentation de la transcription du PDGF-B (Platelet-derived Growth Factor B) ou 

du TGF-β (Transforming Growth Factor-beta) en réponse à un stress mécanique élevé. D’autres gènes comme 

celui codant pour la protéines d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) voient leur transcription 

être réduite par le stress mécanique (16,17). 

L'endothélium est soumis à différentes forces mécaniques et hémodynamiques : (i) les forces radiales causées 

par la pression intravasculaire, (ii) les forces tangentielles dans la paroi vasculaire causées par l'équilibre entre 

les contacts cellule-cellule et la motilité vasculaire, et (iii) les forces de cisaillement provoquées par le 

frottement du sang circulant contre la paroi du vaisseau.  

Des recherches antérieures ont identifié un complexe mécano-sensoriel localisé au niveau des jonctions cellule-

cellule. Ce complexe est composé de PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule), de la VE-cadhérine, 

deux molécules d’adhésion impliquées dans les jonctions endothéliales intercellulaires, et du VEGFR-2 (Vascular 

Epithelial Growth Factor Receptor-2) qui est le principal récepteur au VEGF (Vascular Epithelial Growth Factor) 

dont le signal est essentiel à l’activation des CE. La présence de ce complexe est requise pour l'activation d'un 

certain nombre de voies de signalisation dépendantes du cisaillement (notamment la signalisation NF-κB (nuclear 

factor kappa-B) médiant à la fois l'alignement cellulaire et l'activation de nombreuses voies favorisant 
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l’athérosclérose (18). Dans ce complexe, PECAM-1 est le principal mécano-transducteur stimulé par des forces 

externes pour initier la signalisation. La VE-cadhérine est présumée agir comme un adaptateur, et permet la 

translocation de VEGFR-2 vers PECAM-1 pour former un dimère, ce qui facilite la transactivation du VEGFR-2. Ce 

dernier, ainsi activé, recrute la PI3-kinase et médie l'activation de la protéine kinase B (Akt) et de eNOS (18,19). 

Ces observations ont conduit à la conclusion qu'un cisaillement élevé, typique des segments droits des artères, 

protège contre les stimuli athérogèniques. En revanche, un faible débit, un flux oscillatoire ou d'autres modèles 

de flux qui impliquent des changements de direction et d'amplitude du flux, induisent un état pro-inflammatoire 

et pro-thrombotique. Il convient cependant de noter que plusieurs études ont fait le lien entre un stress de 

cisaillement important et l’altération du phénotype des CE. Ces dernières, soumises à un stress de cisaillement 

important, développent des caractéristiques de cellules musculaires lisses, notamment une expression de l’alpha-

actine (α-SMA), contrairement aux cellules non stimulées (20,21). 

1.2.4. L’endothélium en réponse au stress mécanique 

Les cellules endothéliales physiologiques sont dans un état quiescent, non prolifératif. En cas de traumatisme, 

comme une blessure, les cellules endothéliales vont passer en état « activé » stimulant les mécanismes de 

coagulation, mais également de néovascularisation. Ces mécanismes de néovascularisation sont particulièrement 

importants dans le développement des cancers, les cellules tumorales et environnantes ayant un besoin accru en 

oxygène et en nutriment. Les CE « cancéreuses » sont soumises à un ensemble de stimulations intenses et 

ininterrompues provenant à la fois des cellules tumorales et des cellules du microenvironnement tumoral (MET) 

décrites dans le chapitre qui suit (22,23). Ces stimuli favorisent des processus physiopathologiques tels que 

l’angiogenèse mises en évidence par Judah Folkman au milieu des années 70 (24). Les CE, au-delà de leur activité 

angiogénique, vont jouer un rôle crucial au sein du MET dans la promotion du développement tumoral.  

2. Les cellules endothéliales dans le microenvironnement 

tumoral 

2.1. Le microenvironnement tumoral 

Depuis une quinzaine d’année, l’importance du MET au cours de la tumorigénèse a été particulièrement étudiée 

et mise en avant (25,26). La croissance tumorale est désormais considérée comme un processus complexe qui 

implique la coopération de plusieurs types cellulaires résidents. L’influence des cellules tumorales, associées aux 

contraintes environnementales du microenvironnement (hypoxie, augmentation du stress oxydant, baisse du 

pH…) vont conduire à une altération de ces cellules résidentes et à un détournement de leurs fonction au profit 

de la tumeur (22,26). La tumeur n’est alors plus considérée comme un amas de cellules autosuffisantes, mais 

comme un organe composé de multiples types cellulaires interagissant ensemble (cellules endothéliales, 

fibroblastes, cellules immunitaire, cellules mésenchymateuses…) (26–28). Le développement de la niche tumorale 

en collaboration avec d'autre types cellulaires augmente le caractère malin de la tumeur en améliorant la survie 
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des cellules cancéreuses (29), en facilitant la dissémination métastatique (30) et en participant à l’acquisition de 

résistances aux thérapies antitumorales (31) (Figure 4) 

 

Figure 4 : Schéma de la progression tumorale avec emphase sur les cellules composant le stroma tumoral qui contribuent 
au développement de la tumeur. D’après Santi et al. 2018 

 

2.2. Le Système vasculaire comme acteur majeur du MET 

Le système vasculaire est crucial pour le développement de la tumeur, les cellules cancéreuses étant toujours en 

demande d’oxygène et de nutriments pour maintenir, entre autres, leur rythme de prolifération. Il est apparu, 

très tôt, que la vascularisation des tumeurs était une étape fondamentale à la poursuite de leur développement. 

Judah Folkam montre ainsi en 1974 que les tumeurs à croissance rapide sont fortement vascularisées, alors que 

les tumeurs dormantes ne le sont pas (24). Cette constatation a conduit à un nombre important d’investigation 

sur les mécanismes régissant la vascularisation cancéreuse et sur le développement de stratégie thérapeutique 

pour la diminuer et/ou la contrôler. L’angiogenèse (décrite ci-après) fait partie des mécanismes contrôlant la 

vascularisation tumorale et est régulée par un grand nombre de facteurs pro- et anti-angiogéniques. Lorsque 

ceux-ci sont en équilibre, le système vasculaire est au repos et les cellules endothéliales ne sont pas proliférantes. 

L'initiation de la formation de vaisseaux sanguins est induite lorsque la signalisation pro-angiogénique est 

dominante, un processus qui, dans les tumeurs, est désigné sous le nom de « switch angiogénique » (32). 

Le développement de la vascularisation cancéreuse est complexe et peut passer par plusieurs voies aux 

mécanismes distincts. La pluralité de ces mécanismes souligne une fois de plus l’impressionnante plasticité des 

CE, caractéristique essentielle au bon maintien de ses fonctions physiologiques mais qui contribue également à 

complexifier ses implications en pathologie. Parmi, l’ensemble des mécanismes de vascularisation au sein du MET, 

la voie prédominante, et la mieux connue à ce jour est l’angiogenèse tumorale. 
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2.3. L’angiogenèse tumorale 

2.3.1. L’hypoxie comme initiateur de l’angiogenèse tumorale  

La formation physiologique de nouveaux vaisseaux sanguins se produit physiologiquement au cours du 

développement embryonnaire, du cycle menstruel, mais aussi de la cicatrisation. En temps normal, chez l’adulte 

les cellules endothéliales sont quiescentes et non proliférantes. Lors de l’initiation tumorale, les premières cellules 

cancéreuses bénéficient de l’apport en oxygène et en nutriment des vaisseaux sanguin environnants. Au fur et à 

mesure du développement tumoral, les cellules cancéreuses s’éloignent de plus en plus de la paroi vasculaire et 

se retrouvent rapidement en situation hypoxique. Cette hypoxie, va conduire les cellules tumorales à générer des 

médiateurs pro-angiogéniques, notamment le facteur de transcription HIF-1α (Hypoxia Induced Factor 1 alpha) 

qui va jouer un rôle majeur dans l’initiation de l’angiogenèse tumorale. HIF-1α est un facteur de transcription de 

la famille HIF possédant une sous-unité alpha dépendante de l’oxygène. Il est le principal responsable de 

l’activation de la réponse transcriptionnelle causé par l’hypoxie (33). En condition hypoxique, l’expression de HIF-

1α est stabilisée alors qu’il est normalement adressé vers le protéasome pour y être dégradé par la protéine VHL 

(von Hippel-Lindau) en normoxie. HIF-1α va ainsi conduire à la transcription de facteur pro-angiogéniques 

cruciaux tels que VEGF, mais aussi le FGF (Fibroblast Growth Factor) et le PDGF (Figure 5) (34). Une fois sa 

transcription favorisée par HIF-1α, c’est véritablement le VEGF qui va jouer le rôle d’initiateur dans l’angiogenèse. 

2.3.2. Le VEGF comme inducteur de l’angiogenèse tumorale 

La famille des « vascular endothelial growth factors » se compose de cinq protéines sécrétées, les VEGF-A 

(également appelé VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ainsi que du facteur de croissance placentaire (Placental 

Growth Factor ; PlGF). 

Le VEGF est l'un des inducteurs le plus puissant de l'angiogenèse (35). Au cours du cancer, le VEGF est produit 

et sécrété par les cellules tumorales et le stroma environnant. Le VEGF va participer à la progression tumorale, à 

l'augmentation de la densité des vaisseaux, au caractère invasif de la tumeur, à la formation de métastases et à 

la récidive tumorale (36). Pour assurer la formation des vaisseaux sanguins, la VEGF va  principalement activer 

le récepteur VEGFR-2 (mais aussi VEGFR-3), récepteur à activité tyrosine kinase, exprimé, notamment, par les 

cellules endothéliales (23,37). L'activation de VEGFR-2 initie plusieurs voies de signalisation conduisant à des 

réponses endothéliales spécifiques telles que la survie cellulaire, la prolifération, la migration, l'invasion, la 

perméabilité et l'inflammation vasculaire (38). 

Une coordination fine de ces processus cellulaires est nécessaire pour l'établissement réussi de nouveaux 

vaisseaux. Au cours de l'angiogenèse tumorale, le VEGF sécrété par les cellules tumorales induit la prolifération 

et la survie des cellules endothéliales principalement via les voies ERK et PI3K/Akt (39,40). La migration des 

cellules endothéliales en aval du VEGFR2 est induite par de multiples voies de signalisation, impliquant souvent 

la stimulation de PI3K et l'activation des Rho GTPases (23). De plus, l'invasion cellulaire médiée par le VEGF est 

favorisée par l'expression de métalloprotéinases (Matrix Metalloproteinases MMP) dont les isoformes MMP-2 et 

MMP-9 qui dégradent la membrane basale et la matrice extracellulaire permettant ainsi la migration de cellules 

endothéliales et la formation de nouveaux capillaires (40–42)  
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Figure 5 : Schéma du mécanisme de promotion de l’angiogenèse par le facteur HIF-1α en situation hypoxique. 

 

2.3.3. La germination angiogénique 

L’angiogenèse se définit spécifiquement comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir du réseau 

vasculaire préexistant. Ce processus se découpe en trois étapes distinctes : (i) la sélection de la cellules 

apicale (tip cell) : une cellule issue du vaisseau parent qui va guider le processus de germination et va empêcher 

les cellules voisines d’adopter, elles-mêmes, un phénotype de cellule apicale (inhibition latérale), (ii) 

l’extension : la cellule apicale migre selon un gradient chimiotactique suivie par les cellules de soutien qui 

participent à la germination et, enfin, (iii) la formation de la lumière endothéliale lors de la connexion de 

l’espace luminal du vaisseau nouvellement formé avec celui du vaisseau parent.  

En réponse à l’hypoxie, les cellules tumorales synthétisent du VEGF qui va venir stimuler les CE résidentes. 

Stimulées par le VEGF, les cellules apicales produisent le ligand au DLL4 (Delta-Like 4), du PDGF-B, ainsi que les 

récepteurs 2 et 3 au VEGF : VEGF-2 et VEGFR-3/Flt-4 (43,44). Le VEGF bloque la voie de signalisation Notch 

empêchant ainsi son action inhibitrice de l’angiogenèse. Notch agit par l’intermédiaire de son domaine 

intracellulaire NICD (Notch Intra Cellular Domain) comme un facteur de transcription qui va inhiber la germination 

induite par le VEGF (23,45). Le DLL4 sécrété par les cellules apicales, quant à lui, active la voie Notch dans les 

cellules endothéliales voisines, empêchant la formation de nouvelles cellules apicales. Ces effets sont associés à 

une inhibition de l'expression des VEGFR-2 et VEGFR-3 et une à induction de l'expression du VEGFR-1 qui se sert 
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de leurre inactif pour le VEGF (Figure 6) (46–48). Les cellules apicales génèrent de nombreux filopodes et 

acquièrent un phénotype extrêmement mobile et invasif. Elles sécrètent des protéines qui dégradent la matrice 

et guident la formation de nouveaux vaisseaux sanguins via un gradient de VEGF (49). Les cellules de soutien 

suivent les cellules apicales et se ramifient à partir du vaisseau parent, établissant ainsi la lumière vasculaire et 

les connexions jonctionnelles avec le germe en formation. Les jonctions peuvent ainsi se faire entre deux germes 

en formation (anastomoses « head-to-head ») ou entre une germination et un vaisseau préexistant (anastomose 

« head-to-side »). 

Le VEGF mis à part, ils existe une myriade d’autre agents pro-angiogéniques synthétisé par les cellules tumorales, 

ou par les cellules du MET avoisinant comme les fibroblastes associés au cancers (CAFs) (22) ou les cellules 

immunitaires (23). On peut ainsi citer le FGF2 (Fibroblast Growth Factor-2), le PDGF (Platelet Derived Growth 

Factor), les angiopoïétines ainsi que des chimiokines de la famille CXCL. 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la formation d’une germination angiogénique. D’après Hendriks et al. 2020 

DLL4 : Delta Like 4 ; VEGF-1 : Vascular Endothelial GRowth Factor 1; VEGF-R1 : Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 1 

2.3.4. Le vaisseau tumoral : un vaisseau à l’endothélium anormal 

Contrairement aux vaisseaux sanguins présents dans les tissus sains, les vaisseaux tumoraux, sont désorganisés, 

en nombre excessif et dysfonctionnels (50). En effet, en raison d’une stimulation pro-angiogénique extrêmement 

importante et ininterrompue, la vascularisation tumorale ne présente pas la hiérarchie organisée d'un lit vasculaire 

normal et comprend plutôt un réseau chaotique de vaisseaux structurellement et fonctionnellement défectueux 

(51). De plus, les vaisseaux tumoraux sont non étanches, tortueux et ont une lumière vasculaire irrégulière. Par 

conséquent, le flux sanguin est irrégulier et lent. Enfin, la barrière endothéliale fuyante, favorise l'échappement 

métastatique des cellules cancéreuses (30,52,53) (Figure 7). 

Cette différence par rapport aux vaisseaux sanguins physiologiques se traduit au niveau endothélial , par la 

présence de CE présentant de nombreuses altérations par rapport à leurs homologues physiologiques. 
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a) La cellule endothéliale tumorale 

Les CE associées au cancer (Tumor Endothelial Cells ; TECs) constituent une population cellulaire particulière du 

MET et présentent des différences notables par rapport aux cellules endothéliales saines (Normal Endothelial 

Cells ; NECs). Contrairement aux NECs, les TECs ont longtemps fait l’objet d’une caractérisation phénotypique et 

génotypique assez pauvre, notamment en raison de la grande difficulté à les isoler. Ces limitations ont été 

récemment levées grâce à l’émergence de technologies comme l’analyse « single cell » (scRNAseq) (54,55). Cette 

technique a permis de déterminer, avec plus de précision, le profil phénotypique des TECs, et de faciliter leur 

isolement afin de mieux comprendre les rôles qu’ils pouvaient jouer au sein du MET.  

 

 

Figure 7: Schéma de la détérioration de la paroi vasculaire en situation tumorale  

 

 

Les TECs présentent une morphologie altérée, comme une surface irrégulière, ainsi qu’une membrane fenestrée. 

Les jonctions intercellulaires avec les cellules avoisinantes (péricytes, par exemple) sont détachées ou 

inexistantes (56). Par ailleurs, les TECs peuvent s’organiser en de multiples couches à la différence de 

l’endothélium physiologique formé d’une monocouche de NECs (56). Le métabolisme énergétique des TECs est 

plus dépendant de la glycolyse aérobie productrice de lactate (effet Warburg) par rapport au métabolisme des 

NECs (57,58). Les TECs présentent également une augmentation de leur activité de transcription et de leur 

quantité d’ARN par rapport aux NECs (55) ainsi que des altérations géniques, avec notamment des anomalies 



 PLATEL Valentin | Stress oxydant et transition endothélio-

mésenchymateuse : Optimisation d’un modèle d’étude in vitro et impact de NOX1 & NOX2 sur la transition 

induite au cours du mélanome   12 

chromosomiques comme des aneuploïdies, des délétions, des translocations ou des centrosomes surnuméraires. 

Ces altérations sont potentiellement des conséquences de l’hypoxie à laquelle les TECs sont exposées ainsi qu’au 

stress oxydant généré par leur dérégulation métabolique (56). 

En accord avec la capacité du MET à promouvoir l’angiogenèse, la croissance tumorale et l’invasion métastatique, 

les TECs sont également associées à un environnement de sécrétion particulier. Les facteurs les plus présents et 

les mieux décrits sont les membres de la superfamille des VEGF qui vont grandement participer à la 

reprogrammation génique des TECs (59,60). D’autres agents comme des cytokines (TGF-β, TNF-α) vont jouer un 

rôle important dans l’activation des TECs et dans l’initiation du processus métastatique. Maishi et coll ont ainsi 

récemment mis l’emphase sur la relation étroite qui existe entre les TECs et les cellules tumorales dans le 

développement de métastases (60). Cette relation est multiple et passe par la génération de cyokines comme le 

FGF-4, mais aussi par des modifications épigénétiques et la protection des cellules tumorales circulantes contre 

l’anoïkis. 

De façon intéressante, les analyses en single-cell, ont révélé que les TECs présentaient une considérable 

hétérogénéité non seulement inter-tumorale, mais aussi intra-tumorale. En effet, les profils d’expression des 

ARNs des TECs montrent d’importantes différences entre les patients mais également chez un même patient, il 

est possible de distinguer des TECs de phénotype différent. Tandis que ces données ont été obtenues sur un faible 

échantillon de patients, elles ont pu être confirmées sur un modèle murin. Dans ce dernier cas, les auteurs 

précisent que l’hétérogénéité des TECs est sans doute sous-estimée en raison, notamment, de la faible diversité 

génétique entre les animaux (54). 

Une nouvelle fois, ces données soulignent l’importance capitale de la plasticité des TECs. Cette caractéristique 

nous rappelle qu’il est capital de la prendre en considération s’il on veut complètement mesurer l’impact de 

l’endothélium sur le développement tumoral et sur l’apparition de métastases.  

b) Un développement hétérogène 

L’angiogenèse n’est pas le seul processus assurant à la tumeur le bénéfice de nouveaux vaisseaux. Il existe 

d’autres processus physiopathologiques à l’origine de cette formation de vaisseaux. La vasculogenèse qui 

correspond à la génération de vaisseaux de novo (23,61,62), et l’intussusception (ou angiogenèse invaginale) qui 

correspondent à la formation d’un nouveau vaisseau à partir d’un vaisseau préexistant qui se sépare en deux à 

partir de sa lumière (63–65) (Figure 8). 

Parmi les autres mécanismes à l’origine de la formation de vaisseaux, le mimétisme vasculaire, rapporté dans 

différentes tumeurs dont le mélanome, les gliomes ou les glioblastomes, a fait l’objet de nombreuses études ces 

dernières années. Ce processus se caractérise par la différenciation des cellules tumorales en cellules 

« endothelial-like », dans un environnement enrichi en facteurs de croissance angiogéniques. Ces cellules ainsi 

différenciées ont la capacité de s’organiser pour former des vaisseaux. Si pour certains auteurs, le mimétisme 

vasculaire est un processus, nouveau, à part entière de la vascularisation tumorale, il est, pour d’autres, très 

proche de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) qui sera discutée plus tard dans ce mémoire (66) 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Schéma des différents processus de synthèse de nouveaux vaisseaux au sein du MET. D’après Lugano et al. 2020 

 

Ceci introduit, en plus de la plasticité des TECs, l’hétérogénéité de la composition de l’endothélium vasculaire 

comme un élément supplémentaire à la complexité de cet organe essentiel du MET (Figure 9). 

Comme décrit plus haut, la vascularisation tumorale peut être initiée en réponse à l’hypoxie. Par ailleurs, la faible 

étanchéité de l’endothélium tumoral conduit à une augmentation de la pression interstitielle, ce qui diminue 

grandement la perfusion vasculaire et cause un flux sanguin intermittent (67). Ces deux processus conduisent à 

une transition du métabolisme des cellules endothéliales vers la glycolyse productrice de lactate ce qui contribue 

à l’acidification de l’espace extracellulaire (56,57). Il en résulte une diminution importante du pH qui conduit à 

une importante augmentation de la génération des ROS de la part des cellules tumorales et endothéliales.  

 

 

 

 

 



 PLATEL Valentin | Stress oxydant et transition endothélio-

mésenchymateuse : Optimisation d’un modèle d’étude in vitro et impact de NOX1 & NOX2 sur la transition 

induite au cours du mélanome   14 

 

Figure 10 : Représentation schématique de l’hétérogénéité vasculaire dans la composition de l’endothélium en comparaison 
avec l’endothélium physiologique 

 

3. Le métabolisme cellulaire 

3.1. Le métabolisme énergétique 

Parmi les caractéristiques (hallmarks) des cancers identifiées en 2001 par Hanahan et Weinberg puis actualisées 

en 2011 (50), on retrouve l’altération du métabolisme énergétique des cellules tumorales. Cette altération s’étend 

également au métabolisme des cellules du MET. Le rôle du métabolisme physiologique est de maintenir 

l’homéostasie cellulaire ce qui nécessite de produire de l’énergie principalement sous forme d’adénosine 

triphosphate (ATP). La molécule centrale du métabolisme énergétique est le glucose, qui est dégradé par le biais 

de différents voies métaboliques : la glycolyse dans le cytoplasme, et le transfert dans la mitochondrie sous forme 

d’acétyl-Coenzyme A (Acétyl-CoA), ainsi que le cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques, cycle TCA) 

dans la matrice mitochondriale puis le long de la chaine de transport des électrons. Cette dernière, couplée à 

l’ATP synthase, permet la production d’ATP à raison de 36 à 38 molécules d’ATP par molécule de glucose oxydée 

(Figure 11.A). Ceci constitue la voie principale de l’utilisation du glucose et permet d’atteindre un taux optimal 

de production d’énergie pour assurer l’homéostasie énergétique et entretenir des processus tels que le 

renouvellement protéique et la réparation de l’ADN. Les cellules cancéreuses, quant à elles, ont des besoins 

énergétiques et anaboliques très élevés du fait de leur activité de prolifération exacerbée. Pour se multiplier, elles 

requièrent de l’énergie, des acides aminés pour produire de nouvelles protéines, des nucléotides pour répliquer 

leur ADN ainsi que des lipides pour constituer leur membrane plasmique et organites cellulaires  
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Afin de répondre à leurs besoins énergétique et anabolique, la majorité des cellules cancéreuses présentent une 

augmentation de la prise de glucose, du flux glycolytique et de la production de lactate, et ce même en présence 

de dioxygène. Ce comportement particulier est indépendant de l’activité de la mitochondrie, et constitue un des 

dysfonctionnements métaboliques les plus répandus parmi les cellules tumorales. On l’identifie sous le nom de 

glycolyse aérobie ou effet Warburg (Figure 11.B) (68,69). 

Bien qu’a première vue, le rendement énergétique de la glycolyse soit moins élevé que celui de la phosphorylation 

oxydative, la glycolyse aérobie présente un certain nombre d’avantages pour les cellules tumorales  : en premier 

lieu, celle-ci est 10 à 100 fois plus rapide ce qui permet un apport rapidement mobilisable d’énergie et adaptable 

en fonction de la disponibilité du glucose et de la demande en ATP de la cellule (70). De plus, la prolifération 

cellulaire importante des cellules tumorales requiert non seulement de l’ATP mais aussi des nucléotides, des 

acides aminés et des lipides. Les intermédiaires métaboliques de la glycolyse peuvent servir de précurseurs pour 

générer ces molécules (71). Comme décrit précédemment, la vascularisation tumorale initiée par les cellules 

endothéliales présentes dans le MET étant altérée, l’effet Warburg permet aux cellules cancéreuses de survivre 

plus facilement dans un environnement hypoxique ou transitoirement hypoxique. Enfin, la forte production de 

lactate conduit à une baisse du pH intra-, puis extracellulaire via les transporteurs de monocarboylate. Cette 

acidification a, à la fois des effets mutagènes et clastogènes en inhibant la réparation de l’ADN et participe ainsi 

à l’instabilité génétique caractéristique des cellules tumorales et des TECs (56,69). 

 

Figure 11 : Schéma du métabolisme énergétique physiologique (A) et de l’Effet Warburg (B). D’après Matthew et al 2009. 

3.2. Le métabolisme des CE 

Le métabolisme des cellules endothéliales est à l’image de ces dernières : éminemment plastique. Si le 

métabolisme cellulaire a été étudié depuis presque un siècle, celui des cellules endothéliales a reçu une attention 
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grandissante ces dernières années. Les cellules endothéliales présentent une grande variabilité dans leur 

orientation métabolique : alors qu’elles peuvent rester quiescentes durant des années, elles ont la capacité de 

rapidement passer à un état activé extrêmement proliférant et migrant en réponse à la stimulation par des 

facteurs de croissance comme le VEGF (23,58,72). Bien que l’implication exacte des variations métaboliques sur 

l’angiogenèse soit longtemps restée en suspens, des études montrent que le métabolisme glycolytique des CE 

joue un rôle central dans l’angiogenèse. L’activité glycolytique est ainsi, grandement favorisée par des facteurs 

de croissance initiateurs de l’angiogenèse comme le VEGF et le FGF-2 (57,73).  

3.2.1. Métabolisme des NECs 

a) La glycolyse comme apport énergétique principal 

Le métabolisme glycolytique constitue la principale source d’énergie des cellules endothéliales. On estime que 

85% de l’ATP consommé par les cellules endothéliales est le produit de la glycolyse, par la conversion de glucose 

en lactate. En comparaison à d’autres types cellulaires (comme la majorité des cellules épithéliales), les cellules 

endothéliales présentent un taux élevé de glycolyse et leur consommation de glucose est du même ordre que 

celui des cellules cancéreuses (58,73). Plusieurs éléments permettent d’expliquer cette particularité. Les CE 

disposent d’une source très proche d’oxygène par le flux sanguin. Cette proximité importante avec une réserve 

intarissable, mais aussi incontrôlable, d’oxygène pourrait conduire les CE à se tourner préférentiellement vers la 

glycolyse afin de se protéger du stress oxydant (57,74). Également, en s'appuyant sur le métabolisme anaérobie, 

les CE économisent de l'oxygène, ce qui améliore sa diffusion vers les cellules périvasculaires auxquelles il est 

destiné (74,75). De plus, lors de la germination angiogénique, les cellules apicales s'étendent dans des tissus 

éloignés du tissu vasculaire et donc hypoxiques. Dans ces tissus à faible concentration en oxygène, le métabolisme 

oxydatif ne constitue pas une approche énergétique performante. Enfin, comme mentionné précédemment, la 

glycolyse produit de l'ATP bien plus rapidement que la phosphorylation oxydative. Cette production rapide d’ATP 

est nécessaire à la revascularisation des tissus hypoxiques afin de les réoxygéner (73). 

b) La glycolyse comme support de l’angiogenèse 

L’angiogenèse est intimement dépendante de la glycolyse. Certaines enzymes sont particulièrement limitantes 

dans le bon déroulement de la glycolyse. Il s’agit notamment, de la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

bisphosphatase 3 (PFKFB3) qui permet la synthèse de fructose-2,6-bisphosphate (F2,6P2). Cette dernière est un 

puissant activateur allostérique de la phosphofructokinase-1 (PFK1) qui constitue la dernière étape limitante de 

la glycolyse avant la synthèse de lactate (57,73). Enfin, l’hexokinase 2 (HK2), une autre enzyme cruciale de la 

glycolyse. Cette enzyme permet la conversion du glucose entrant en glucose-6-phosphate qui pourra ensuite être 

pris en charge par les enzymes de la glycolyse (76) 
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Figure 12 : Schéma du métabolisme glycolytique des CE en germination. D’après Rohlenova et al 2018  

 

En l’absence de stimulation par le VEGF ou d’autres facteurs de croissance, le flux sanguin maintient les CE dans 

un état quiescent. Cela se fait en partie grâce à l'inhibition du métabolisme glycolytique via l’implication de 

différents médiateurs. PFKFB3, HK2 et d'autres gènes glycolytiques sont inhibés par l'activation du facteur de 

transcription KLF2 dont la production est activée par les contraintes de cisaillement (77). Forkhead-box O1 

(FOXO1) est un autre facteur de transcription qui réduit indirectement la glycolyse en inhibant le facteur de 

transcription Myc qui promeut l’expression de l’HK2 (78).  

Ainsi, lors de l’angiogenèse, le phénotype des CE est modifié et cela est associé à l’augmentation de leur fonction 

glycolytique (57,58,73). Les CE engagées dans un processus d’angiogenèse peuvent changer de localisation au 

sein de la pousse, en fonction de leur aptitude métabolique. Les cellules de soutien peuvent remplacer des cellules 

apicales lorsqu'elles expriment des niveaux plus élevés de PFKFB3 (et donc une plus grande glycolyse) (57,58). 

Ces niveaux augmentés de PFKFB3 peuvent s’expliquer par une stimulation par le VEGF. De même, il a été 

rapporté que l’isoforme 2 du FGF induit une augmentation de l’expression du facteur de transcription Myc qui va 

favoriser l’expression de l’HK2 et donc la glycolyse. (76) (Figure 12). 

La réduction de la glycolyse, soit par inhibition pharmacologique, soit par silencing génétique de PFKFB3 a été 

mise en évidence sur des modèles in vitro, avec pour conséquence une altération de la prolifération et la migration 

des CE. In vivo, l’extinction de PFKFB3 altère la croissance et la ramification des vaisseaux de la rétine de souris 

et de poissons zèbres (73). De même, la réduction de la glycolyse par inhibition de HK2 réduit le développement 

artériel et la ramification dans la peau de souris, ainsi que la prolifération et le nombre de filopodes dans le 

système vasculaire rétinien (76). L’ensemble de ces données souligne l'importance de la glycolyse dans le contrôle 

de l'angiogenèse et dans le devenir (cellules apicales/cellules de soutiens) des CE au cours de ce processus.  
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3.2.2. Métabolisme des TECs 

Comme développé précédemment, l’endothélium tumoral est désorganisé et fonctionnellement défectueux 

(23,45,51,56). Les nombreuses fenestrations et les difficultés de perfusion conduisent à un flux sanguin irrégulier 

qui favorise l’hypoxie dans les tissues tumoraux. Ce manque d’oxygène associé à une pression mécanique plus 

importante, conduit les TECs à adapter leur métabolisme par rapport aux NECs. 

a) Les cellules endothéliales tumorales sont hypoxiques, mais possèdent des mitochondries 

fonctionnelles 

Les TECs reposent, encore plus que les NECs, sur la glycolyse pour leur production d'ATP et présentent un 

phénotype hyperglycolytique, mis en évidence par une expression accrue du transporteur de glucose GLUT1 et 

de l'activateur glycolytique PFKFB3 (79,80). De plus, par rapport aux NECs, les TECs suractivent les voies de 

biosynthèse des pentoses phosphates et de la sérine, utilisées pour la synthèse des nucléotides et de leur 

biomasse (79) (Figure 13). Plusieurs signaux présents dans le MET comme l'hypoxie et les cytokines pro-

inflammatoires (56,79) régulent positivement PKFBF3 (57). 

 

Figure 13 : Schéma de la réorganisation du métabolisme énergétique dans les CE tumorales par rapport aux CE 

physiologiques. D’après Rohlenova et al 2018  

 

Ces observations pourraient avoir des implications pour le traitement des cancers. En effet, diminuer la glycolyse 

dans les TECs en restreignant la fonction de PFKFB3 permet d’inhiber leur prolifération et de diminuer, également, 

l’échappement des cellules tumorales et donc le processus métastatique (73,80). Par ailleurs, une inhibition de 

PFKF3B contribue à normaliser la barrière vasculaire et à restaurer la perfusion (79), améliorant ainsi la 

distribution d’agents cytotoxiques et donc la prise en charge des cancers. 

Bien que la glycolyse leur soit cruciale, les TECs conservent des mitochondries fonctionnelles (81). Une 

phosphorylation oxydative active assure non seulement une plus grande flexibilité aux TECs, leur permettant 

d'utiliser d'autres substrats pour leur production d'énergie, mais fournit également des métabolites pour la 

synthèse de biomasse. Ceci contribue à soutenir la prolifération des TECs (57). En conséquence, l'inhibition de la 
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respiration mitochondriale pourrait ralentir la prolifération des TECs et faciliter leur mortalité de façon bien plus 

importante que pour les CE quiescentes (82–85). Les mécanismes exacts à l’origine de la mort cellulaire des TECs 

en réponse à une inhibition complète de leur activité mitochondriale nécessitent des investigations plus poussées. 

Il est suggéré que ces processus impliquent la génération de ROS, ainsi que le découplage du potentiel 

membranaire (57). 

3.3. Les espèces réactives de l’oxygène et le stress oxydant 

Les ROS sont des molécules à courte durée de vie contenant des électrons non appariés, formées par la réduction 

partielle de l'oxygène moléculaire. Elles sont composées de dérivés radicalaires de l’oxygène hautement instables, 

comme, l’anion superoxyde (O2
•-) et l'hydroxyle (OH•) qui peuvent être rapidement convertis en agents non-

radicalaires plus stables et capables de diffuser librement comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et l’acide 

l'hypochlorique. (86–88). Physiologiquement, les ROS jouent le rôle de seconds messagers et participent à 

l’homéostasie cellulaire. Il existe une balance constante entre la génération de ROS et la régulation de ces espèces 

au sein de la cellule. 

Une augmentation des niveaux de ROS intracellulaires présente deux effets potentiellement importants : (i) des 

dommages de divers composants cellulaires (protéines, chaines lipidiques, nucléotides) et (ii) l'activation de voies 

de signalisation spécifiques. Ces deux effets peuvent influencer de nombreux processus cellulaires liés à 

l’induction et à la progression des cancers (89,90). Pour faire face à ce stress, les cellules contiennent des 

métabolites antioxydants comme l’acide ascorbique, le glutathion, l’acide lipoïque, l’acide urique, les carotènes, 

la vitamine E, et le coenzyme Q, ainsi que des enzymes comme la super oxyde dismutase (SOD), la catalase, les 

peroxyredoxines et les sulfiredoxines, qui travaillent de concert pour prévenir les dommages oxydatifs et la mort 

cellulaire (91–93). 

L’anion superoxyde O2
•- et le peroxyde d’hydrogène H2O2 sont les deux ROS les plus étudiées dans le contexte du 

cancer. Par ailleurs, H2O2 est la mieux décrite en tant que molécules exerçant une influence sur la signalisation 

(94–96). Le peroxyde d’hydrogène possède toutes les caractéristiques pour servir de seconds messagers, il est 

généré de façon quasi ubiquitaire que ce soit par l’activation de systèmes spécifiques ou par conversion 

enzymatique d’autre précurseurs comme l’O2
•- (Figure 14). Il possède également une durée de vie relativement 

longue comparativement aux autres ROS ce qui lui permet (i) d’atteindre des molécules éloignées de son site de 

génération et (ii) d’exercer des effets à court-termes ou prolonger dans différentes voies de signalisation des 

CE  (97–99). 
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Figure 14 : Schéma de la production et de la régulation des ROS par la mitochondrie et les NADPH oxydase : L’anion 
superoxyde est formé à partir du dioxygène en acceptant un électron depuis la chaine de transport des électrons de la 

mitochondrie ou depuis les NOXs. La superoxyde dismutase (SOD) convertis l’O2
•- en H2O2. L’H2O2 peut ensuite former du OH• 

selon la réaction de Fenton avec le FE2+ comme cofacteur. L’OH• est extrêmement réactif et peut causer des dommages aux 
nucléotides et aux lipides. L’H2O2 peut être réduit et convertis en H2O par les peroxyrédoxines (PRX), la glutathion peroxydase 
(GPX) et la catalase. L’H2O2 est une molécule majeure de la signalisation moléculaire impliquée dans le cancer et joue un rôle 
dans le développement et dans la progression de la maladie. D’après Moloney et al. 2018 

 

3.3.1. Les mitochondries 

Les mitochondries sont l'un des principaux contributeurs du pool endogène de ROS et il a été estimé que ∼1% de 

l'O2 consommé par les mitochondries est utilisé pour produire de l'O2
•− dans les CE (100,101). Cet organite génère 

également de l'ATP par oxydation des acides aminés, du glucose et des lipides. Le cycle de l'acide tricarboxylique 

(TCA) est impliqué dans l'élimination d'un électron de ces métabolites et le transfert vers la chaîne de transport 
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d'électrons (CTE) entraînant une réduction de O2 en O2
•− (102). Les mitochondries ont jusqu'à dix sites connus 

capables de générer de l’O2
•−. Cependant, la contribution relative de chacun de ces sites reste largement 

méconnue (103). Les ROS générées à partir des complexes I et III de la CTE ont été documentés comme jouant 

un rôle dans la signalisation cellulaire (104). 80% de ces ROS sont libérées dans l’espace intermembranaire et 

20% dans la matrice mitochondriale (105,106). Il a également été démontré que le complexe III libère de l’O2
•− 

et de l’H2O2 dans l'espace intermembranaire et la matrice mitochondriale et que ces ROS sont nécessaires à de 

nombreux processus biologiques, notamment la différenciation cellulaire, la détection des cellules à oxygène et 

l'immunité adaptative (107,108). Durant la phosphorylation oxydative, les électrons migrent à travers la CTE 

conduisant à la réduction de l’O2 en H2O au niveau du complexe IV. La majorité de l’O2
•− produit par la 

mitochondrie est dismuté en H2O2 par la manganèse superoxyde dismutase (MnSOD) dans la matrice 

mitochondriale (Figure 15) (104). Les ROS mitochondriaux peuvent jouer un rôle délétère et la dérégulation de 

leur production peut être à l’origine de divers cancers parmi lesquels la leucémie lymphoïde chronique, (109) la 

leucémie myéloïde aigue (96) et le cancer du sein (110). Toutefois, les mitochondries ne semblent pas jouer un 

rôle prédominant dans le métabolisme énergétique des CE. Dans ce contexte, les NADPH oxydases (NOXs) 

semblent déterminantes dans la production des ROS au niveau des CE. La nature des NOXs ainsi que leurs 

implications et dans la physiopathologie des CE sont développées ci-après.  

 

Figure 15 : Schéma de la production de ROS au sein de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie. D’après 
Moloney et al 2018. 

3.4. Les NOXs 

3.4.1. Structure & Fonctions 

Les NADPH oxydases (NOX) sont décrites comme étant la première famille d’enzymes dont l’activité principale 

est la production de ROS (111,112). En dehors de la mitochondrie, ces enzymes constituent la principale source 

d’anion superoxyde (O2
•) et de peroxyde d’hydrogène (H2O2) dans les cellules non phagocytaires 

(96,111,113,114). La famille des NOXs a été identifiée pour la première fois dans des leucocytes dans lesquels 
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elles produisent des ROS en réponse à des médiateurs inflammatoires (115). Sept isoformes différentes de 

NOXs sont décrites : NOX1-5 et les doubles oxydases (DUOX) 1–2, qui possèdent toutes des similitudes en-terme 

de structure et de fonction enzymatique (Figure 16). Ces 7 isoformes sont toutes des protéines 

transmembranaires avec un site de liaison au NADPH, un site de liaison au FAD (Flavin Dinucleotide Adenin), 6 

domaines transmembranaires et quatre histidines de liaison à l'hème.  

 

Figure 16 : Représentation de la structure des différentes isoformes des NADPH oxydases ainsi que le mécanisme de 
production des ROS. D’après Moloney et al. 2018 

 

Les NOXs transfèrent des électrons à travers les membranes biologiques pour produire de l'O2
•− (96), qui est 

rapidement converti en H2O2. Le peroxyde d’hydrogène peut diffuser à travers la membrane via des canaux 

aquaporines et pourra ainsi affecter un grand nombre d’intermédiaires de la signalisation cellulaire comme la voie 

des MAP-Kinases ou JNK (116,117). Parmi les stimuli capables d’activer les NOXs, on distingue la stimulation des 

récepteurs des cellules B et T (118,119), la présence de médiateurs inflammatoires comme les lipopolysaccharides 

(LPS), l’activation d’oncoprotéines comme FLT3-ITD et Bcr-Abl (120,121), ainsi que la stimulation de facteurs de 

croissance, notamment le PDGF et le TNF-α (96,122).  

La structure et la distribution cellulaire des différentes isoformes de NOXs sont détaillées ci-après : 

NOX1 (A) est le plus fortement exprimée dans l'épithélium colique mais est également exprimée dans d'autres 

tissus, notamment les cellules endothéliales (123,124) et la prostate (125). Comme pour les isoformes 2, 3 et 4, 

NOX1 nécessite la sous-unité p22phox pour son activation. NOX1 nécessite également les petites protéines-G RAC1, 

p47phox et p67phox pour être activée (126). 

NOX2 (B), également appelé gp91phox, est le prototype de la famille NOX et a été identifié pour la première fois 

dans les phagocytes. D'autres études ont révélé que NOX2 est l'isoforme de NOX la plus largement distribuée 

chez l'Homme (111). L'activation de NOX2 nécessite la translocation d'autres sous-unités cytosoliques (127) : la 
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p47phox phosphorylée interagit avec la p22phox et contrôle la translocation d'autres sous-unités cytosoliques 

(111,128). Le complexe enzymatique NOX2, une fois entièrement assemblé et activé permet la génération d'O2
•− 

par le transfert d'un électron du NADPH dans le cytosol à l'oxygène dans l'espace extracellulaire (129).  

NOX3 (C) est principalement exprimée dans l'oreille interne, et est connue pour être moins fortement exprimée 

dans d'autres tissus (130). La régulation de NOX3 est moins connue, son activation nécessite p22phox et est 

renforcée par p47phox et p67phox (131). 

NOX4 (D) a été identifiée, à l'origine, comme étant fortement exprimée dans le rein (132). Contrairement aux 

autres isoformes, NOX4 ne nécessite que p22phox pour son fonctionnement et est constitutivement active. De plus, 

elle est souvent considérée comme une productrice directe de H2O2, l’O2
•− qu’elle synthétise étant quasi 

instantanément métabolisé en H2O2.  L’IGF-1, la BMP-2, le TGF-β et le TLR4 sont des exemples de facteurs de 

croissance et de récepteurs dont il a été montré qu'ils activaient NOX4 indépendamment de la mobilisation des 

sous-unités régulatrices (133–137). Ainsi, à la différence des isoformes 1 à 3, NOX4 peut être activée sans que 

la sous-unité p22phox ne soit mobilisée. Le rôle spécifique de cette isoforme dans la CE est controversé. Son 

activité est ainsi décrite comme protectrice dans des pathologies comme l’hypertension ou l’hyperlipidémie (114) 

tandis que cette isoforme a été décrite comme pro-tumorale en promouvant l’angiogenèse dans le cancer du 

poumon (137).  

NOX5 (E) est exprimée dans une variété de tissus, qui comprend la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, 

les ovaires, le pancréas, le placenta, la rate, l’estomac, les testicules, l’utérus, les muscles lisses vasculaire et 

divers tissus fœtaux (132). DUOX1 et DUOX2 (F) sont exprimés principalement dans l'épithélium thyroïdien et 

respiratoire (138). NOX5, DUOX1 et DUOX2, contrairement aux NOX1-4, ne nécessitent pas la participation de 

p22phox ou des sous-unités cytosoliques pour leur activation (139,140). Celle-ci dépend des niveaux de calcium 

intracellulaire. Ce dernier se lie au site de liaison du calcium au niveau du domaine N-terminal, entraînant un 

changement de conformation et la production subséquente de ROS (139,141).  

Cette brève description de la structure des NOXs montre bien que ces enzymes ont des structures similaires, elles 

sont activées par différents mécanismes communs dépendants de sous-unités régulatrices. Leur activation est 

initiée par divers stimuli incluant notamment des facteurs de croissances. La surproduction de ROS par les NOXs 

a été décrite dans de nombreuses maladies, parmi lesquelles les pathologies cardiovasculaires comme 

l’hypertension artérielle (142), la dégénérescence rétinienne (143), la maladie rénale diabétique (144,145), 

l'asthme (146,147), la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (148) et bien sûr différents cancers.  

3.4.2. Les NOXs dans les cancers 

La génération exacerbée de ROS fait partie des caractéristiques du cancer (149). Il a été démontré que suivant 

le type de cancer, les cellules tumorales produisent des niveaux élevés de ROS par rapport à leurs homologues 

saines (150). Le stress oxydant induit par un niveau élevé de ROS est un contributeur majeur de l’oncogenèse, 

en causant des dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides, mais aussi en favorisant l’instabilité génétique 

(96,106). 

Le rôle important des NOXs dans la production des ROS est bien établi et documenté au niveau des cellules 

cancéreuses. Les ROS produites par les NOX agissent souvent comme seconds messagers en aval de la stimulation 

par des facteurs de croissance (99,151). La production des ROS par les NOXs dans les cancers a deux rôles 

majeurs : la stimulation de la survie cellulaire et l’instabilité génomique, qui sont deux caractéristiques qui 
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influencent la progression tumorale (96). Une forte activité des NOXs est impliquée dans la progression de 

nombreux cancers, notamment ceux de la vessie, du sein, colorectal, du rein, certaines leucémies, du poumon, 

du mélanome, de l’œsophage, de l'ovaire, du pancréas, de la prostate, de l'estomac et de la thyroïde (96).  

A cet égard, NOX 1 apparait jouer un rôle particulièrement important dans le développement tumoral. Il est décrit 

qu’un niveau élevé d'expression de NOX1 est associé à une surproduction de ROS pouvant favoriser les cassures 

de l'ADN, l'oxydation des nucléotides et l'instabilité génomique en général et ainsi potentialiser la tumorigénèse 

(96,152). Ces données ont été confirmées par la mise en évidence d’une surexpression de NOX1 dans des tissus 

de patients atteints de lésions pré-cancéreuses et cancéreuses au niveau colorectal (153–155). Par ailleurs, 

Juhasz et coll ont établi une corrélation entre l'expression de NOX1 et l’initiation du cancer colorectal en 

démontrant l'effet pro-prolifératif des ROS associées à NOX1 dans les cellules cancéreuses du côlon (154). 

Inversement, l'inhibition pharmacologique de NOX1 à l’aide d’un inhibiteur spécifique (GKT771) a permis d’inhiber 

significativement la croissance tumorale dans un modèle murin xénogreffé par des cellules d’adénocarcinomes du 

colon LoVo (156). 

Concernant NOX2, sa surexpression a notamment été identifiée dans des hémopathies malignes (157–159). 

Néanmoins, les ROS produites par la NOX2 ont également été rapporté comme jouant un rôle important dans le 

cancer du côlon, en stimulant la synthèse de MMPs sur un modèle in vitro (SW620 & HCT116) (160). Son activité 

a également été décrite comme jouant un rôle dans l’acquisition de chimiorésistance dans le cancer de l’ovaire 

en intervenant dans la régulation de la ferroptose (une forme de mort cellulaire programmée) de façon ANGPTL4 

(Angiopoietin-Like 4) dépendante (161). 

NOX4, quant à elle, est reconnue pour avoir un rôle pro-tumoral notamment dans les tumeurs malignes du 

cerveau (glioblastomes), de la peau (162), des reins (163), des ovaires (164) et de la prostate (165). La NOX4 

a, par exemple, été mise en évidence comme facilitant l’invasion métastatique dans un modèle in vitro (MCF10A 

& MDA-MB-231) de cancer du sein de façon dépendante du TGF-β (166). Son expression est positivement régulée 

par HIF-1α, et conduit à l’acquisition de mécanisme de résistance aux thérapies ciblées anti HER2 (Human 

Epidermal growth factor Receptor 2) via une augmentation de l’expression de HER3 (Human Epidermal growth 

factor Receptor 3) et de la voie NF-κB (nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells) dans le 

cancer de l’ovaire (164). L’implication des NOXs dans le mélanome, en tant que modèle de notre étude, sera 

traitée spécifiquement dans le chapitre IV. 

L’inhibition spécifique des NOXs est aujourd’hui un enjeu dans le cadre de la recherche, mais aussi dans l’optique 

de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Sur le plan fondamental, l’une des principales techniques 

employées aussi bien in vitro que in vivo est l’inhibition génique, notamment à l’aide d’ARN interférents (siRNA) 

(167) ou par recombinaison génique. Elles permettent, par exemple, d’inhiber la transcription de certaine sous-

unités nécessaire à l’activation d’une isoforme spécifique (comme la sous unité gp91phox pour NOX2) et donc d’en 

inhiber la fonction de façon sélective sur des modèles murins par exemple (168). Bien que ces techniques aient 

permis d’étendre la connaissance que nous avons de ces enzymes, elles ne sont pas transposables à l’Homme et 

ont donc peu d’intérêt dans la recherche de futures applications thérapeutiques.  

L’inhibition pharmacologique spécifique des NOXs est encore à l’étude aujourd’hui. Il existe des pan-inhibiteurs 

des NOXs comme le diphenyliodonium (DPI), très couramment utilisé sur des modèles in vitro, mais dont 

l’absence de spécificité rend l’utilisation impossible en clinique (169). Des inhibiteurs plus spécifiques ont produit 

des résultats plus encourageants, comme les GKT136901 et GKT137831, des dérivés du pyrazolopyridine dione 
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qui présentent une meilleure sélectivité vis-à-vis de NOX1 et NOX4, respectivement (170,171). Il est à noter que 

le GKT137831 est actuellement en cours d’évaluation dans un essai clinique visant à traiter la fibrose pulmonaire 

(169). 

Les inhibiteurs ML171 et GSK2795039, respectivement inhibiteurs spécifiques de NOX1 et NOX2, ont tous deux 

montré des résultats encourageants in vivo sur des modèles murins d’hépatocarcinome pour ML171 (172), 

d’agrégation plaquettaires (173) et de traumatisme (174) cérébraux pour le GSK2795039. Néanmoins, des études 

sont encore nécessaire pour mieux appréhender leur pharmacocinétique, l’excrétion rénale du GSK2795039 étant 

à l’heure actuelle trop rapide pour permettre une exposition satisfaisante au principe actif (175). Il est également 

nécessaire de mieux appréhender leur toxicité. (176). L’ensemble des inhibiteurs pharmacologiques des NOXs 

sont référencés dans le Tableau I. 

L’ensemble de ces travaux suggèrent un rôle, non négligeable, des NOX dans l’initiation et la promotion tumorale. 

Ainsi, la prise en considération du MET et du rôle des NOXs dans les cellules qui le compose sont des éléments à 

prendre en compte pour évaluer le rôle des NOX au cours de la tumorigenèse.  

3.4.3. Les NOXs dans les CE 

Les NOXs constituent la source principale de ROS dans les CE (114,177,178). Dans les CE, les NOXs sont activées 

par des facteurs de croissance, l’hypoxie, des agonistes de récepteurs couplés aux protéines G (sérotonine, 

thromine, bradykinine, endothéline, et l’angiotensine II) ou encore les contraintes de cisaillement (178,179). 

Parmi les 7 isoformes de NOXs connues, 4 d’entre elles ont été identifiées dans les cellules endothéliales : NOX1, 

NOX2, NOX4 et NOX5 (114). Il convient toutefois de noter que d’autres cellules présentent dans la périphérie 

vasculaire, comme les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMCs), les fibroblastes de l’adventice ainsi que 

certains leucocytes peuvent exprimer d’autres isoformes des NOXs. Parmi les 4 isoformes présentes, NOX2 fut la 

première découverte et est probablement l’isoforme la plus étudiée à ce jour pour son implication dans des 

pathologies endothéliales (114). Toutefois, parmi l’ensemble des isoformes exprimées dans les CE, c’est l’isoforme 

NOX4 qui est la plus représentée (114). 

Un nombre important d’études recense l’implication des NOXs, en particulier des isoformes 1, 2 et 4 dans 

l’initiation de l’angiogenèse. Ainsi, il n’est pas surprenant que l’activité de ces isoformes ait souvent été rapportée 

comme favorisant le développement tumoral, et comme promoteur de l’initiation métastatique. Cette stimulation 

est multiple : elle passe notamment par une stimulation de la voie de signalisation ERK initiée par le VEGF. 

L’augmentation de ROS intracellulaire conduit à une inhibition des phosphatases inhibitrices de Raf, et donc à une 

diminution du signal MAPK. (154). Les ROS produites par les NOXs stimulent également l’angiogenèse via 

l’augmentation d’autres facteurs pro-angiogéniques notamment HIF-1α (137), TP53 (180), et NF-κB (181). La 

promotion métastatique et l’augmentation de l’extravasation des cellules tumorales dans la circulation, induite 

par les NOXs, est une conséquence indirecte de la promotion de l’angiogenèse tumorale. L’initiation des 

métastases est également promue par la capacité des NOXs à stimuler la synthèse de MMPs qui, en dégradant la 

matrice extracellulaire (MEC) facilitent l’ échappement des cellules tumorales (136,182). 
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Tableau I : Inhibiteurs de NOXs 
 
 

Inhibiteur
Cible moléculaire/

mécanimse d'action

Activité en modèle 

3D ou murin
IC50

Référence(s) 

dans la littérature

DPI
inhibiteur des flavoprotéines 

inhibe toutes les NOXs

Inhibe la croissance de tumeurs 

colorectales à partir d'un 

modèle de xénogreffes de 

cellules

 HT-29 et LS-174 exprimant 

NOX1

1µM > 
Doroshow et al  2013

 Lu et al 2017

analogues

 du DPI

inhibiteur des flavoprotéines 

inhibe toutes les NOXs
/ 1µM > Lu et al  2017

Apocynine

Antioxydant +

inhibiteur de l'assemblage du 

complexe 

Suppression dose-dépendant de 

la croissance tumoral

et des métastases dans un 

modèle murin de cancer de la 

prostate PL10

≈ 10µM (NOX2) Suzuki et al  2013

AEBSF

Inhibiteur des sérine 

protéases. 

Supposé inhibiteur de 

l'assemblage du complexe

Inhibe la production de ROS 

dans des 

sphéroïdes de cancer 

prostatique DU145

≈ 10µM (NOX2)
Wartenberg et al  2006

Diatchuk et al 1997

Plumbagine
Antioxydant;

Activité anti NOX4

Inhibition de la progression de 

tumeurs gastriques

 chez des souris xénogreffées 

avec des

 tumeurs MKN-45-AR 

résistantes à l'anoikis

2µM (NOX4] Du et al  2018

VAS28701

VAS3947

Inhibition de l'assemblage et 

de l'activation du complexe;

inhibition de l'activation 

dépendante de PDGFR

/
VAS2870 : 2 µM (NOX2)

VAS3947 : 1-2 µM (NOX2)

Sancho et al  2011

ten Freyhaus et al  2006

Wind et al  2010

GKT136901

GKT137831

Spécifique de NOX1 et NOX4;

Possible ROS Scavenger

GKT136901 diminue 

significativement la croissance 

et la vascularisation de 

carcinomes de Lewis 

xénogreffés LLC1

GKT137831 ralentit la 

progression de la maladie dans 

un modèle murin d'AML  

GKT136901 : 160-170 nM 

(NOX1/NOX4); 450nM 

(NOX5)

GKT137831 : 110 nM 

(NOX1), 140 nM (NOX4), 

410 nM (NOX5)

Laleu et al 2010

Musset et al 2012

Garrido-Urbani et al  2011

Jayavelu et al 2016

Gaggini et al  2010

ML171
Inhibition séléctive de NOX1 

/Mécanisme inconnu
/ 250 nM (NOX1)

Gianni et al  2010

Oh et al 2021

GSK2795039 Compétition avec le NADPH

Protection contre les déficits 

neurologiques

consécutifs aux traumatismes

 cérébraux sur modèle murins

450 nM (NOX2)
Hirano et al  2015

Padhilha et al 2021

NOS31 Inhibiteur sélectif de NOX1 / 2 µM (NOX1) Yamamoto et al  2018

GLX351322

GLX7013114

GLX481372

Inhibiteurs sélectifs 

de NOX4 et NOX5

GLX351322 : 5µM (NOX4) 

GLX7013114 : 0,3 µM 

(NOX4)

GLX481372 : ≈0,6 µM 

(NOX4/NOX5)

Anvari et al  2015

Wang et al 2018

GKT771 inhibiteur sélectif de NOX1

inhibe la croissance de 

xénogreffes coliques (LoVo) et 

de mélanome (B16-F10) dans 

un modèle murin

Ki = 60 nM (NOX1) Stalin et al  2019

NOX2ds-tat

(péptide)

Peptide inhibiteur de NOX2

Se lie à l'interface entre 

p47phox et p22phox

inhibe la production de ROS et 

les dommages au tissu 

vasculaire

740 nM (NOX2)

Jacobson et al 2003

Liu et al 2003 

Csanyi et al 2011

NOXA1ds

(péptide)

Perturbe l'interaction entre

NOX1 et NOXA1
/ 20 nM (NOX1) Ranayhossaini et al  2013

NF02x

(péptide)
Peptide inhibiteur de NOX1 / 63 µM (NOX1) Mousslim et al  2017

Tableau I
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Comme décrit précédemment, le tissu vasculaire tumoral ne permet qu’une assez pauvre perfusion de la tumeur 

ce qui induit des zones hypoxiques. Cette hypoxie induit la production de ROS qui génère un stress oxydatif. Il 

existe ainsi un mécanisme de rétro contrôle positif entre les ROS produites par la NOX4 et l’augmentation du 

VEGF et de HIF-1α. Ce cercle vicieux est un des principaux promoteur de l’angiogenèse tumorale (137).  

Par ailleurs, Garrido-Urbani et coll ont montré en 2011 que des souris déficientes en NOX1 présentaient une 

angiogenèse altérée. Ces auteurs ont rapporté que l'extinction de NOX1 diminue la migration des cellules 

endothéliales et la formation de structures tubulaires via l'inhibition de PPARα, un régulateur de la voie de 

signalisation NF-κB (181). De même Stalin et coll, ont montré grâce à un modèle de souris xenogreffées avec 

des cellules de mélanomes (B16-F10) ou de cancer colorectal (LoVo) qu’une inhibition de l’activité de NOX1 

conduisait à une importante baisse de la vascularisation tumorale, et donc à une régression des tumeurs (156). 

La dérégulation des NOXs endothéliales a également été reliée à un certain nombre d’autres pathologies 

vasculaires. Ainsi, l’inhibition génique de NOX1 et/ou NOX2 a montré une protection contre le développement de 

pathologies athérogènes parmi lesquelles l’athérosclérose, l’hypertension artérielle ou pulmonaire et les 

défaillances cardiaques. La surexpression de NOX4 a démontré les mêmes effets dans ces pathologies (114,183).  

Les ROS produites par les NOXs vont également jouer un rôle crucial dans l’initiation de l’inflammation. En effet, 

il est depuis longtemps établi que les facteurs de transcription pro-inflammatoires NF-kB et AP-1, ainsi que des 

kinases telles que la protéine kinase p38, MAPK, ERK, et JNK sont suractivées en réponse au stress oxydant 

(114,179,184,185). De plus, il a été démontré que les ROS dérivées des NOXs agissaient comme intermédiaires 

dans les voies de signalisation induites par des facteurs pro-athérogènes comme les lipides oxydés, l’angiotensine 

II, les lipopolysaccharides bactériens ou l’hyperglycémie. Ces derniers augmentent l'activité de NF-kB et des 

MAPK dans les cellules endothéliales favorisant la transactivation de cytokines pro-inflammatoires (186–188). 

Xiao et coll ont ainsi montré sur un modèle HUVEC que les contraintes de cisaillement activaient le facteur de 

transcription SREBP2 (Sterol Regulatory Element Binding Protein 2) qui, en se liant à d’éléments du SRE (Sterol 

Regulatory Element), allait promouvoir la transcription de NOX2 (189). Une étude de Meikles et coll définit 

également l’inflammation induite par l’activité les NOXs comme une des causes à l’origine des pathologies de 

l’adventice vasculaire comme l’hypertension, les anévrismes aortiques ou l’athérosclérose (190).  

Le mélanome, notamment métastatique est décrit comme un cancer extrêmement agressif (191), et 

particulièrement dépendant du stress oxydant (192). La place des NOX dans cette pathologie est donc 

particulièrement intéressante à discuter. 

4. Les NOXs dans le mélanome 

4.1. Epidémiologie du mélanome 

Le mélanome résulte d'une transformation maligne des mélanocytes, les cellules synthétisant la mélanine, un 

pigment photoprotecteur, entre autres responsable de la coloration de la peau. Le mélanome peut se développer 

à partir de cellules issues de l'œil, du tractus gastro-intestinal, des organes génitaux, des sinus et des méninges, 

mais survient le plus souvent dans les cellules de la peau. Les mélanomes cutanés représentaient en 2018 91,2% 

de tous les mélanomes diagnostiqués tandis que le mélanome oculaire ne représentaient que 5,2% (193)  

Le mélanome est le 5ème cancer le plus courant chez l’adulte (hommes et femmes) et est la forme la plus mortelle 

de cancer de la peau. En 2019, on comptait environ 96 480 adultes (57 220 hommes et 39 260 femmes) 
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diagnostiqués aux États-Unis pour 7230 décès (193). En France il s’agissait de 15 500 nouveaux cas en 2018 (7 

900 hommes et 7 600 femmes) pour 1 800 décès (INCa 2018). Le mélanome est avant tout un cancer des pays 

développés et son incidence a fortement augmenté depuis les années 1950 en raison de changements majeurs 

dans le mode de vie des habitants de ces pays, notamment l’exposition récréative au soleil, ainsi que de 

l’utilisation de plus en plus importante des cabines à UV (195). L'incidence du mélanome a ainsi augmentée de 

270% aux États-Unis au cours des 30 dernières années, mais également dans le monde entier (195,196). 

Les mélanomes cutanés se développent au niveau de la couche proximal du derme où sont situés les mélanocytes. 

Il s’agit principalement d’un cancer de l’adulte. Le mélanome cutané se caractérise par l’apparition de taches 

pigmentées, semblables à un grain de beauté, mais également par la modification de la forme et de la couleur 

d’un naevus préexistant. Différents facteurs de risques facilitent la survenue du mélanome cutané : une peau 

claire, un historique familial de mélanome, l’âge et le sexe masculin (facteur endogène)  ; mais également 

l’exposition solaire ou aux rayons ultraviolets (UV) en cabine par exemple (facteurs exogènes). Les dommages 

causés par les rayonnements UV sont aujourd’hui identifiés comme la cause principale de développement du 

mélanome (193). Le mélanome est aujourd’hui considéré comme un cancer de bon pronostic lorsqu’il est détecté 

précocement. Son pronostic varie en fonction du stade : la survie à 5 ans est supérieure à 95% au stade localisé 

mais est seulement de 15% au stade métastatique (197).  

Sous sa forme métastatique, le mélanome reste un cancer particulièrement agressif (191). A ce titre, le MET du 

mélanome est aujourd’hui identifié comme un acteur crucial dans la promotion de l’invasion tumorale, mais aussi 

dans l’acquisition de résistances aux thérapies anticancéreuse. (191,198). Parmi les principaux facteurs identifiés 

comme favorisant la croissance des mélanomes, le stress oxydant semble être décrit comme impliqué dans la 

physiopathologie de ces tumeurs. 

4.2. Le mélanome et le stress oxydant 

Les mélanocytes sont des cellules particulièrement exposées au stress oxydant. En premier lieu, l’épiderme, d’où 

proviennent les mélanocytes, est un tissu relativement hypoxique. De plus, la synthèse de mélanine est un 

processus qui produit intrinsèquement des ROS. En effet, la mélanine a pour effet de protéger les mélanocytes 

contre les radiation UV, cependant elle contribue également augmenter le stress oxydant intracellulaire 

(192,199). Par ailleurs, il est clairement établi que les radiations causées par les UV peuvent être une source 

indirecte de ROS à l’origine d’une potentialisation de la tumorigénèse des mélanomes. (192,200).  

Si les ROS sont impliquées dans le développement tumoral, ils peuvent également être à l’origine de mécanismes 

de résistance, notamment aux chimiothérapies anticancéreuses. Ainsi, l’utilisation de thérapies ciblées anti-BRAF 

et anti-MEK a vu apparaitre une résistance acquise basée sur une adaptation du métabolisme énergétique des 

mélanocytes. Dans leur revue de 2019, Cannavo et coll décrivent une résistance accrue au stress oxydant acquise 

par les mélanocytes au cours de leur modification phénotypique (201). Par ailleurs, en utilisant un modèle de 

souris résistant aux inhibiteurs de tyrosine kinase (vemurafenib ; cobimetinib ; trametinib ; dabrafenib), Khamari 

et coll montrent que les cellules tumorales de mélanomes présentent une augmentation du métabolisme oxydatif. 

Ceci conduit, à une augmentation de la signalisation Nrf 2 et à une augmentation de synthèse de glutathion 

permettant à la cellule de mieux gérer le stress oxydant et donc d’éviter la mort (202). Comme nous l’avons 

décrit pour les cellules endothéliales, une des sources majeures de production de ROS implique les enzymes de 
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la famille des NOXs. Ces dernières sont impliquées dans la production de ROS par les cellules tumorales, elles-

mêmes, ou les cellules du MET. 

4.3. Implication des NOXs dans le mélanome 

D’après la littérature les isoformes NOX1, NOX4 et NOX5 sont exprimées dans les mélanocytes (192,203). Bien 

qu'il n'y ait pas de différence dans les niveaux d'expression de NOX1 dans les tissus issus de mélanome primaire 

et métastatique, NOX4 a été identifiée comme sur-exprimée dans les cellules de mélanome. Cette dernière 

isoforme contribue à la transformation du phénotype des cellules de mélanome en régulant la progression du 

cycle cellulaire G2-M (203). S’agissant de NOX1, il a été rapporté que son activité permet aux cellules de 

mélanome d’acquérir un phénotype invasif via l’activation de MMPs assurant un remodelage de la MEC et donc 

une progression tumorale. L’inhibition de cette isoforme conduit ainsi à une perte de la capacité migratoire de 

ces cellules cancéreuses (182,204) et donc un ralentissement du développement tumoral.  

L’importance de NOX1 dans la physiopathologie du mélanome a été confirmé par Stalin et coll, qui ont montré 

que le GKT771, un inhibiteur de NOX1, réduit la croissance tumorale sur un modèle murin xénogreffé par des 

cellules B16-F10 (156). Cette inhibition de NOX1 est corrélée à une diminution drastique de l’angiogenèse sans 

impact sur les fonctions des cellules immunitaires. La collaboration du système immunitaire était par ailleurs 

nécessaire à la survenue d’une inhibition efficace. 

De façon similaire Aydin et coll (168) ont montré à l’aide d’un modèle murin NOX2-KO, que l’inhibition de cette 

isoforme dans les myéloïdes du MET conduit à une augmentation de la synthèse de INF-γ par les cellules NK 

(Natural Killer). Cette augmentation de synthèse conduisait à une diminution significative de la formation de 

métastase pulmonaire. Ceci souligne un contrôle des cellules NK dans le MET du mélanome dépendant de l’activité 

de NOX2.  

Ces études soulignent l’importance majeure des NOXs, et plus spécifiquement de NOX1, dans le développement 

du mélanome. Si l’impact de ces isoformes est décrit sur les cellules tumorales, ces enzymes semblent jouer un 

rôle clé dans la physiologie du MET, et notamment au niveau des cellules endothéliales, comme cela a été 

démontré dans les précédents chapitres. 

5. La transition endothélio-mésenchymateuse 

5.1. Mécanismes généraux de l’EndMT et cancers 

La transition endothélio-mésenchymateuse (EndMT) est un processus physiopathologique qui consiste en la 

transition phénotypique des cellules endothéliales vers un phénotype fibroblastique. Elle se caractérise 

notamment par la perte de l’adhésion intercellulaire entre les CE, ainsi que par une perte de l’expression de 

marqueurs protéiques endothéliaux. Ceci se traduit par une baisse de l’expression de la VE-cadhérine, de CD31 

et du facteur Von Willebrand (vWF) au profit de marqueurs mésenchymateux comme l’α-SMA, le SM22a, la N-

Cadhérine ou la vimentine. Ce phénomène a d’abord été observé dans les années 70 durant le développement 

embryonnaire lors de la formation des valves cardiaques. Durant les décennies qui ont suivi, la perte du caractère 

endothélial des cellules a également été reliée à diverses pathologies, telles que les fibroses rénale (205), 

cardiaque (206) et pulmonaire (207). Ce n’est que récemment que l’EndMT a suscité un intérêt en cancérologie 

grâce à la découverte par Zeizberg d’une production de fibroblastes spécifiquement associés au cancer (Cancer 
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Associated Fibroblasts ; CAFs) (208). Il est admis, aujourd’hui, que l’EndMT est la première source de CAFs, 

comptant pour environ 40% de leur génération (208,209). En vue de résumer le rôle et les voies de signalisation 

mobilisées au cours de l’EndMT, ainsi que son implication dans la tumorigénèse et la génération de métastases 

une revue (Platel et coll., 2019) a été rédigée en collaboration au cours de mon doctorat. 

  



 PLATEL Valentin | Stress oxydant et transition endothélio-

mésenchymateuse : Optimisation d’un modèle d’étude in vitro et impact de NOX1 & NOX2 sur la transition 

induite au cours du mélanome   31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Revue : l’EndMT, son rôle dans la tumorigénèse, l’évasion 
métastatique et la résistance aux thérapies 
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5.3. EndMT & EMT : Les CAFs comme agents commun dans la 

tumorigénèse du mélanome 

Comme mentionné précédemment le mélanome est un cancer particulièrement agressif qui bénéficie grandement 

de sa capacité à former des métastases (210) et de la coopération de son MET (198). Les phénomènes de 

transition phénotypiques comme l’EndMT et la transition epithélio-mésenchymateuse (EMT) jouant un rôle majeur 

dans l’acquisition d’une mobilité invasive, il est particulièrement intéressant d’adresser le rôle de ses deux 

mécanismes dans le développement du mélanome.  

Ainsi, Krizbai et coll, ont démontré que le TGF-β1 produit par des cellules de mélanomes, et présent dans leur 

milieu conditionné, induit l’EndMT de cellules endothéliales cérébrales, expliquant les possibles évolutions 

métastatiques des mélanomes au niveau du cerveau (211). Plus récemment, l’équipe de Yeon, a montré que les 

exosomes produits par des cellules de mélanomes conduit à l’induction de l’EndMT de cellules HUVECs via un 

relargage de TGF-β contenu dans les exosomes (209). Dans une revue récente, Shelton et coll confirment 

l’importance des exosomes et des microARN qu’ils contiennent dans la communication entre les cellules tumorales 

et les CAFs dans le développement du mélanome. Ainsi, les mélanocytes tumoraux sécrètent des exosomes qui 

contribuent à modifier le phénotype des fibroblastes du MET vers un phénotype de type CAFs. Ces derniers 

pourront alors produire, eux aussi, des exosomes enrichis en microARN, capables de promouvoir l’invasion et la 

dissémination des mélanocytes (212).  

Les CAFs sont également décrits comme des promoteurs de l’angiogenèse. Hutchenreuther et coll (213), ont 

rapporté l’importance des CAFs dans la néovascularisation du mélanome en utilisant un modèle de souris 

xénogreffées par des cellules B16-F10. Ces auteurs ont identifié la protéine CCN2 (connective tissue growth 

factor) comme une protéine exprimée par les CAFs et intervenant dans la régulation des interactions cellules-

cellules. Ainsi, une délétion CAF-spécifique de cette protéine a montré une incapacité des tumeurs à former de 

nouveaux vaisseaux limitant ainsi, la formation de métastase pulmonaire(213). Les CAFs sont, de plus, connus 

pour posséder une activité de sécrétion importante, dont de facteurs pro-angiogénique comme le VEGF (22). 

Ces données posent l’hypothèse d’une boucle de rétrocontrôle positive permettant d’entretenir le processus 

invasif des mélanomes. Ainsi, l’angiogenèse induite par les CAFs pourrait contribuer à augmenter le pool potentiel 

de CE disponibles et susceptibles de s’engager dans l’EndMT. Les CAFs, ainsi produits, pourraient influencer 

l’EndMT via leur production de cytokines comme le TGF-β ou l’IL-1. Il convient donc d’évaluer les possibles 

interactions entre ces deux processus physiopathologiques impliqués dans la progression et l’invasion des 

mélanomes. 

Si les études impliquant l’EndMT dans la physiopathologie du mélanome sont peu nombreuses, plusieurs auteurs 

se sont intéressés à l’EMT, un processus de transition phénotypique extrêmement proche sur le plan moléculaire.). 

En effet, l'EMT implique différentes voies de signalisation, communes avec l’EndMT, parmi lesquelles celles 

impliquant le TGF-β, Wnt, Notch, Hedgehog ou HIF-1a (214,215). De plus, différentes facteurs de transcription 

spécifiques (Snail, Twist1, SOX4 et ZEB1) sont mobilisés et agissent comme répresseurs de marqueurs épithéliaux 

(216–218).  

De façon intéressante, il est à noter que les CAFs, majoritairement produits par l’EndMT, vont contribuer à 

promouvoir l’EMT via notamment la sécrétion d’un grand nombre de cytokines comme le TGF-β, diverses 

chimiokines, des interleukines, ainsi que des enzymes de remodelage de la MEC comme des MMPs (22). 
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L’ensemble des facteurs sécrétés par les CAFs et leurs cibles au sein du MET sont résumés dans la Figure 17. A 

travers cette forte sécrétion, les CAFs participent au développement tumoral depuis les premiers stades du 

développement jusqu’à l’invasion métastatique (219–221).  

 

 

 

 

Figure 17 : Schéma de la fonction des CAFs et des molécules impliquées dans leur influence sur les autres cellules du MET.  
D’après Santi et al. 2018 ANG-1/-2 : Angiotensine-1/-2 ; CCN1 : Cystein rich protein 1 ; CLIC3 : Chloride Intracellular 
Channel 3 ; COX-2 : Cyclooxygénase2 ; CTGF : Connective Tissue Growth Factor ; CXCL1/2/12 : C-X-C motif chemokine 
1/6/12 ; Evs : Excellular vésicules ; FGF : Fibroblast Growth Factor ; HGF : Hepatocyte Growth Factor ; IL-1β/6/8 : 
Interleukine 1Beta/6/8 ; MMPs : Matrix Mettaloproteinase ; OPTN : Optineurin ; PDGFα : Platelet derived Growth Factor α ; 
RGF : Retinal Growth Factor ; TGFβ : Tumor Growth Factor 

 

6. Conclusion et Objectifs 

Au cours de cette introduction, nous avons mis en avant le rôle décisif joué par les CE dans la tumorigénèse, mais 

également dans l’acquisition d’un phénotype invasif conduisant à la génération de métastases souvent synonyme 

de cul-de-sac thérapeutique. Il nous apparait important de souligner le rôle joué par le stress oxydant dans un 

grand nombre de mécanismes permettant la transformation des NECs en TECs, mais également dans la promotion 

du développement tumoral en général. L’angiogenèse et l’EndMT apparaissent comme deux acteurs d’une boucle 

d’emballement de la tumorigénèse. L’angiogenèse tumorale conduisant à la format ion de vaisseaux anormaux, 

l’augmentation de la pression interstitielle consécutive à une perméabilité réduite et à des fuites engendre une 

baisse drastique de la perfusion dans les tissus tumoraux. Cette perfusion réduite conduit à une installation 

durable de l’hypoxie dans la tumeur et donc à une altération du métabolisme énergétique des cellules cancéreuses 

mais aussi des TECs. Celles-ci, vont ainsi beaucoup plus se reposer sur la glycolyse aérobie productrice de lactate 

et donc conduire à une acidification de l’espace intra, puis extracellulaire. La diminution du pH ainsi engendrer va 

conduire à une augmentation du stress oxydant qui, comme nous l’avons vu, est un vecteur important de la 
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génération de métastases, mais aussi de l’angiogenèse. Parallèlement, l’EndMT conduit, à partir des TECs, à la 

formation de CAFs, qui vont, via leur activité de sécrétion, conduire à une augmentation de l’angiogenèse, 

générant ainsi un pool supplémentaire de CE susceptibles de s’engager dans l’EndMT. Enfin la sécrétion de TGF-

β, d’interleukines, et de MMPs par les CAFs, va favoriser la migration des cellules tumorales et permettre la 

génération de métastases (Figure 18). 

Nous avons ici mis en exergue le rôle des ROS produites par les NOXs dans l’induction de l’angiogenèse,  mais 

également dans le contrôle de l’EndMT dans plusieurs pathologies inflammatoires autre que le cancer. En prenant 

en compte, la grande dépendance du mélanome à la génération de métastases, ainsi qu’au stress oxydant, nous 

avons souhaité interroger le rôle spécifique des ROS produites par les NOXs dans l’initiation de l’EndMT dans un 

modèle de mélanome. Pour ce faire, nous avons dû développer un modèle in vitro d’EndMT afin de pouvoir évaluer 

sa survenue en réponse aux agents inducteurs utilisés. Nous avons ensuite testé les effets d’un milieu conditionné 

issue de cellules de mélanome sur (i) la survenue de l’EndMT, ainsi que (ii) sur la génération de ROS. Enfin, nous 

avons étudié l’impact de l’inhibition pharmacologique spécifique de NOX1 et/ou NOX2 sur ces deux aspects. 

 

Figure 18 : Schéma détaillants les mécanismes conduisant à une génération de ROS dans l’espace extracellulaire tumoral, 
et l’implication de ceux-ci dans la génération de métastases et dans l’EndMT. Mise en évidence de la question à l’origine du 
projet : Quel est l’impact des ROS générées par les NOXs dans l’EndMT tumorale. 
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Résultats 

1. Introduction 

La première étape de ce travail de thèse aura été d’élaborer un modèle in vitro d’EndMT. Lors de la mise en 

évidence de l’implication de l’EndMT dans la génération de CAFs par Zeisberg et coll en 2007 (208), les auteurs 

ont utilisé un modèle in vitro composé de cellules primaires MLEC (Mouse Endothelial Cells) traitées avec 10 

ng/mL de TGF-β1. Depuis, cette étude pionnière, les modèles in vitro d’EndMT se sont succédé, et se distinguent 

selon trois paramètres principaux qui sont (i) le/les agent(s) inducteurs, (ii) la lignée cellulaire utilisée ainsi que 

(iii) le/les temps de traitement. 

Le TGF-β1 a été utilisé pendant très longtemps comme agent inducteur de l’EndMT, notamment en raison du rôle 

majeur qu’il joue dans l’induction de l’EMT et des similitudes qu’il existe entre ces deux processus au niveau 

moléculaire (222). Un très large corpus d’études, aussi bien anciennes que récentes, atteste de l’efficacité de la 

stimulation par le TGF-β1 pour induire l’EndMT sur des modèles in vitro (208,223–226). Cette induction implique 

en grande partie la voie de signalisation Smad2/Smad3 et la stimulation du facteur de transcription snail. 

L’isoforme 2 du TGF-β a déjà montré sa capacité à induire l’EndMT en tant que traitement unique (227). Plus 

récemment, il est apparu, notamment grâce à l’étude de Sabbineni et coll que le TGF-β2 était un potentiel 

inducteur plus efficace que le TGF-β1 (228) pour induire l’EndMT. L’EndMT peut également être induite par des 

cytokines pro-inflammatoire comme l’IL-1, qui a déjà montré sa capacité à induire l’EndMT in vitro, seule ou en 

combinaison avec du TGF-β2 (227,229). Nous avons ainsi tenu à comparer le bénéfice de l’utilisation d’un agent 

inducteur unique (le TGF-β2) par rapport à une combinaison de deux agents (le TGF-β2 et l’IL-1) pour induire 

l’EndMT. 

Parmi l’ensemble des lignées endothéliales connues, la lignée HUVECs fait partie des lignées les plus utilisées 

dans l’étude de l’EndMT (205,227,230–233). L’origine anatomique des différentes lignées a récemment été mise 

en évidence comme jouant un rôle capital dans la réponse à la stimulation par le TGF-β2. En effet, toutes les 

lignées cellulaires ne présentent pas le même niveau de susceptibilité face à l’EndMT et certaines, dont les 

HUVECs, sont rapportées comme plus promptes à conserver leurs marqueurs endothéliaux même après une 

stimulation au TGF-β2 ce qui en fait de bonnes candidates pour étudier le phénotype endothélial (234,235).  

Le temps de stimulation des cellules est une variable importante. Beaucoup d’études ont rapporté l’apparition 

d’une EndMT in vitro après une stimulation de 48h ou 72h pour les temps les plus courts (233,236,237). Ces 

temps conduisent généralement à une EndMT partielle ou réversible. Des stimulations plus longues, à partir de 5 

jours ont permis de générer des EndMT complètes et irréversibles (227,238) 

L’objectif des résultats exposés ci-après porte sur l’optimisation d’un modèle d’EndMT in vitro sur des cellules 

HUVECs traitées ou non avec du TGF-β2 (10 ng/mL) en combinaison ou non avec de l’IL-1 (10 ng/mL) sur des 

temps compris entre 24 et 72h. Cette optimisation nous sera utile pour établir un modèle contrôle fiable de 

l’EndMT afin d’étudier la transition induite par le milieu conditionné issu de cellules SK-MEL 28. 
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2. Matériels & Méthodes 

2.1. Culture cellulaire et traitement 

Les cellules endothéliales HUVECs (Humain Umbilical Vein Endothelial Cells) ont été obtenues par de LONZA® 

(HUVEC P1063 ; N° 0000663523) puis congelées dans de l'azote liquide. Les cellules ont été cultivées dans du 

milieu EGM-2 supplémenté avec 2 % de sérum de veau fœtal, d'hydrocortisone (0,20 mL), de hFGF-B (2 mL), de 

VEGF (0,5 mL), de R3-IGF-1 (0,5 mL), d'acide ascorbique (0,5 mL), hEGF (0,5 mL), GA-1000 (0,5 mL), héparine 

(0,5 mL) (LONZA® EGMtm BulletKittm CC-3124) dans des flasques de 175 cm2. Les cellules se sont développées 

à 37°C à 5% de CO2. Les HUVECs ont été utilisées entre le premier et le sixième passage in vitro. Un traitement 

cinétique au TGF-β2 (R&D systems® 302-B2) (10 ng/mL) ± IL-1 (Milteny®) (10ng/mL) a été réalisé pendant 

24h, 48h et 72h. 

2.2. Test de blessure 

Les HUVEC ont été cultivées dans une plaque 6 puits à une concentration de 400k cellules/puits. Une fois la 

confluence atteinte, une blessure a été réalisée avec un cône de micropipette au milieu du puits. Les cellules ont 

été traitées pendant 24h, 48h et 72h. Les photos ont été prises à chaque temps avec un microscope EVOS XL et 

ont ensuite été analysées avec le logiciel ImageJ afin de calculer la surface de la blessure. Le rapport entre la 

surface de la blessure à chaque temps et la surface de la blessure au temps initial TO a ensuite été calculé à 

chaque fois. 

2.3. Test de prolifération 

Les HUVEC ont été cultivées dans des plaques à 96 puits à raison de 5k cellules/puits. Après traitement, le milieu 

a été retiré et remplacé par 50 µL de sonde Cyquant® (Thermo Scientific® C35006) solubilisée dans du tampon 

HBSS 5X dilué dans de l'eau déminéralisée suivant les recommandations du fabricant. La plaque a ensuite été 

incubée à 37°C et 5% de CO2 pendant 45 min. Les plaques ont ensuite été lues avec un spectrophotomètre 

(SpectroMax M2) à 485 nm pour l'excitation et 530 nm pour l'émission 

2.4. Test de formation de capillaires sur gel 

Les HUVEC ont été cultivées dans une plaque à 6 puits à 150k cellules/puits. Après traitement, les cellules ont 

été décrochées avec de la trypsine à 5 % et comptées. 10 000 cellules ont été remises en suspension dans 50 µL 

d'EGM-2. Par la suite, les cellules ont été ensemencées sur une plaque de test angiogenèse IBIDI à 15 puits 

(Clinisciences #81506) préalablement recouverte de 10 µL de gel ECM® (Sigma® #E1270). La germination s’est 

déroulée pendant 24h, avec une analyse à 2h ; 4h ; 6h et 24h. La formation de réseaux de germination a été 

imagée avec un microscope EVOS XL en utilisant un grossissement de 20x ou 10x et analysée à l'aide du logiciel 

ImageJ à l’aide du plugin « Angiogensis analyzer » développé par Gilles Carpentier (239). 
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2.5. Western blot 

Les cellules ont été cultivées dans une plaque à 6 puits à 300 k cellules/puits, puis lysées dans du tampon de lyse 

RIPA froid, complété avec des comprimés d'antiprotéase et d'antiphosphatase (Roche® 11836170001). Les 

protéines ont ensuite été extraites par grattage et centrifugation à 14 000 tr/min, 15 min à 4°C. Les surnageants 

ont été collectés et le dosage des protéines a été effectué en utilisant le test BCA (Thermo Scientific® #23225). 

Le mélange de protéines a été réalisé avec du bleu Laemmli 4X (Bio-rad® #161-0747) et le volume a été ajusté 

avec du RIPA. Les protéines ont été dénaturées à 95°C avant migration dans un gel de polyacrylamide (4%-15%) 

(Biorad® # 4561094) avec du tampon SDS (Bio-rad® #1610772). Le transfert a été réalisé avec la technologie 

trans Turbo (Bio-rad®) en utilisant le Kit Trans-Blot Turbo Transfert (Bio-rad® #1704274) sur membranes PVDF. 

Les membranes ont ensuite été bloquées avec de la BSA 5% pendant 1 heure. Les membranes bloquées ont été 

incubées avec les anticorps primaires et secondaires appropriés. Les bandes ont été détectées à l'aide d'un 

anticorps IgG conjugué à la peroxydase et visualisées par chimiluminescence améliorée (Luminol Sc-2048 Santa 

Cruz® ou femto haute sensibilité #34096 Thermo Scientific®). La GAPDH a été utilisé comme témoin de charge. 

Les images ont été acquises à l'aide de l’appareil de révélation LAS4000+. Les informations complémentaires sur 

les anticorps utilisés sont détaillées dans le Tableau II.  

 

Tableau II Anticorps Concentration Origine Fournisseur Référence 

Primaire 

α-sma 1/500 Souris Sigma® A2547 

vWF 1/1000 Lapin Cell Signaling® 
D8L8G 

#65707 

P-Smad 1/1000 Lapin Cell Signaling® 138D4 #3108 

Smad 1/1000 Lapin Cell Signaling® 86F7 #3122 

Snail 1/1000 Lapin Cell Signaling® C15D3 #3879 

GAPDH 1/2000 Souris Sigma® G8795 

 Réactif Concentration Couple Fournisseur Référence 

Secondaire 

IgG peroxydase 1/2000 Souris Thermo Scientific® 32430 

IgG peroxydase 1/2000 Lapin Life Technology® G2123 

Tableau II : Anticorps utilisés en western blot 

2.6. Cytométrie en flux 

Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-vWF conjugués à l’FITC (ab8822 abcam®) et anti-α-SMA 

conjugués à l’APC (IC1420A ; R&D Systems®). Les cellules ont été cultivées dans des plaques à 6 puits à 300 k 
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cellules/puits. Après traitement, les cellules ont été décollées et lavées pour la première fois avec 500 µL de 

tampon de lavage (1X PBS + 0,1% BSA). La fixation a été réalisée avec une solution de paraformaldéhyde à 2% 

pendant 15 min. Les cellules ont ensuite été perméabilisées avec une solution de saponine à 0,1% pendant 15 

min suivie de l'incubation des anticorps à 10 µL/million de cellules pendant 15 min. Un contrôle isotypique a été 

utilisé pour détecter le marquage non spécifique des anticorps. La lecture a été réalisée avec un équipement BD 

FACS CantoTM II (Biosciences®) 

2.7. Analyses statistiques 

Les comparaisons entre deux conditions différentes ont été évaluées à l'aide du test de Kruskal-Wallis. Les 

différences entre les groupes comportant plus de deux conditions ont été testées par une analyse de variance à 

deux facteurs (ANOVA), suivies d'une correction de Bonferroni. Les données sont exprimées en moyenne ± SD 

correspondant à trois expériences indépendantes ou plus. Une valeur p < 0,05 a été considérée comme 

statistiquement significative. Les analyses ont été effectuées à l'aide de GraphPad Prism v6.0. 

3. Résultats 

3.1. Le traitement au TGF-β2 active la voie de signalisation 
canonique Smad2/Smad3 dans un modèle de cellules HUVECs 

L’analyse de l’expression des protéines de la voie de signalisation (p-smad, montre que le TGF-β2 induit une 

augmentation du ratio phospho-smad/smad après 4h (p<0.05), mais pas après 7h de traitement (Figure 19A). 

Également, on observe une augmentation de l’expression de snail après 4h (p<0.01), ainsi qu’après 7h de 

traitement sans que cette dernière ne soit significative (Figure 19B). 

 

Figure 19 : Le traitement au TGF-β2 active la voie de signalisation canonique (p)-smad chez les HUVECs. Les 
HUVECs ont été traitées ou non avec du TGF-β2 à 10 ng/mL. Les traitements ont été effectués à 4h et 7h. A) Histogramme 
et image correspondante du ratio de l’expression de phospho-smad/smad total après traitement avec le TGF-β2 (N=3). B) 
Histogramme de l’expression normalisée de la snail et images correspondantes après traitement par le TGF-β2 (N=3). Les 
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images ont été analysées grâce au logiciel ImageJ. L’analyse statistique des figures a été réalisée avec Prism6. Un test de 

Kruskal-Wallis a été réalisé pour toutes les conditions. Toutes les données sont représentées comme des moyennes ou des 

moyennes ± SD. *p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,001.  

 

3.2. La combinaison TGF-β2+IL-1 induit une altération des 
caractéristiques endothéliales plus importante que le TGF-β2 
seul 

Nous avons dans un premier temps, également analysé l’évolution de leurs caractéristiques phénotypiques. 

L’analyse de la prolifération cellulaire montre que les HUVECs non traitées prolifèrent nettement entre 24h et 

48h. Cette prolifération est ralentie entre 48h et 72h. Ni le traitement au TGF-β2 seul, ni la combinaison TGF-

β2+IL-1 ne permettent d’observer de différence par rapport à la condition non traitée à 24h. A 48h, le traitement 

au TGF-β2 induit une diminution significative de la prolifération (p<0.05) qui est conservée à 72h (p<0.05). Le 

traitement combiné induit une diminution significative de la prolifération dès 48h (p<0.001), confirmée à 72h 

(p<0.001) (Figure 20A). 

Bien que l’on n’observe pas de différence de la migration des HUVECs à 24h, l’analyse de la fermeture de la 

blessure révèle une diminution significative de la migration dans la condition traitée avec le TGF-β2+IL-1 à 48h 

(p<0.05), confirmée et accentuée à 72h (p<0.01). On ne retrouve pas cette diminution dans la condition traitée 

avec le TGF-β2 seul (Figure 20B). Ces données sont confirmées par l’analyse microscopique des cellules en 

migration (Figure 20C). Nous avons ensuite analysé la capacité des HUVECs à former des capillaires sur 

Matrigel®. L’étude de l’air total du réseau de capillaire formé révèle que le traitement au TGF-β2 seul ne permet 

pas d’observer de différence avec la condition non traitée ni à 24h  
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Figure 20 : La combinaison TGF-β2+IL-1 induit une altération des caractéristiques endothéliales plus importante 
que le TGF-β2 seul. Les HUVECs ont été traitées ou non avec du TGF-β2 à 10 ng/mL en association ou non avec de 
l’interleukine-1 (IL-1) à 10 ng/mL. Les traitements ont été effectués à 24h, 48h et 72h. A) Histogramme du test de prolifération 
représentant l’intensité de fluorescence du Cyquant®. La fluorescence a été mesurée par un appareil SpectroMax (ex : 480nm 
; em: 520nm) (N=3). B) Histogramme du test de blessure évaluant la mobilité cellulaire, exprimé en pourcentage de fermeture 
de la blessure initiale (N=3). C) Images correspondantes en microscopie optique (X10). Les images ont été analysées grâce 
au logiciel ImageJ. L’analyse statistique des figures a été réalisée avec Prism6. Une ANOVA à deux facteurs a été réalisée pour 

toutes les conditions. Toutes les données sont représentées comme des moyennes ou des moyennes ± SD. Les comparaisons 
sont faites par rapport à la condition contrôle. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.   
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Figure 21 : La combinaison TGF-β2+IL-1 induit une diminution de la capacité des HUVECs à former des capillaires 
sur gel ECM ®. Les HUVECs ont été traitées ou non avec du TGF-β2 à 10 ng/mL en association ou non avec de l’interleukine-
1 (IL-1) à 10 ng/mL. Les traitements ont été effectués à 24h, 48h et 72h. A) Histogramme de l’air totale du réseau de capillaire 
formé sur gel ECM®. B) Histogramme du nombre de nœuds formé au sein du réseau de capillaires formé par les HUVECs sur 
gel ECM®. C) Images correspondantes en microscopie optique (10X). Les images ont été analysées grâce au logiciel ImageJ 
et du plugin Angiogenesis Analyser. L’analyse statistique des figures a été réalisée avec Prism6. Une ANOVA à deux facteurs 
a été réalisée pour toutes les conditions. Toutes les données sont représentées comme des moyennes ou des moyennes ± 

SD. Les comparaisons sont faites par rapport à la condition contrôle. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.  
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Figure 22 : La combinaison TGF-β2+IL-1 induit un changement morphologique important des HUVECs visible en 
microscopie. Les HUVECs ont été traitées ou non avec du TGF-β2 à 10 ng/mL en association ou non avec de l’interleukine-
1 (IL-1) à 10 ng/mL. Les traitements ont été effectués à 24h, 48h et 72h. A) Images des HUVECs en microscopie optique 
(X20) (N=3).  

 

ni à 48h. En revanche on observe une diminution significative à 72h (p<0.05). Une diminution significative par 

rapport à la condition contrôle est visible dès 24h dans la condition TGF-β2+IL-1 (p<0.05) et confirmée à 48h 

(p<0.05) et 72h (p<0.01) (Figure 21A). Également, l’analyse du nombre de nœuds formés au sein du réseau 

de capillaires montre que le traitement au TGF-β2 seul induit une diminution significative du nombre de nœuds 

formés à 24h (p<0.05) et à 72h (p<0.01), mais pas à 48h. Le traitement au TGF-β2+IL-1 induit une réduction 

significative du nombre de nœuds aux mêmes temps mais de façon plus prononcée (p<0.001 à 24h et p<0.0001 

à 72h). (Figure 21B). Enfin, les images de microscopie montrent une altération de la morphologie des HUVECc 

dans la condition TGF-β2+IL-1, visible dès 48h, et confirmée à 72h. Les cellules présentent un aspect effilé en 

épingle, et sont également plus grandes que celles visibles dans la condition non traitée (Figure 22).  

3.3. Le traitement au TGF-β2+IL-1 induit une plus grande 
augmentation des marqueurs protéiques mésenchymateux que 

le traitement au TGF-β2 seul. 

L’analyse de l’expression de l’α-SMA confirme que le traitement au TGF-β2 n’induit pas d’augmentation 

significative de son expression ni à 24h ni à 72h. En revanche, une augmentation significative de son expression 

est observée à 48h (p<0.05). Ce même profil d’expression est retrouvé pour les cellules traitées par l’association 

TGF-β2+IL-1 : aucune différence par rapport à la condition non traitée ni à 24h ni à 72h mais une augmentation 

significative à 48h(Figure 23A). Concernant l’expression du vWF, aucun changement significatif dans son 

expression quel que soit le temps et quelle que soit la condition n’est observé (Figure23B). 

Ces données ont été complétées par une analyse en cytométrie en flux. De façon intéressante, on note la présence 

d’une sous-population doublement marquée, positive à la fois à l’α-SMA et au vWF, dans la condition non traitée, 
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quel que soit le temps. L’étude de cette sous-population montre que sa proportion reste fixe à 24h et à 48h quel 

que soit le traitement. Elle est cependant significativement augmentée dans la condition traitée par la combinaison 

TGF-β2+IL-1 à 72h (p<0.05) mais pas dans la condition traitée par le TGF-β2 seule au même temps (Figure 

23D). 

L’ensemble des résultats ci-dessus a permis de conclure que le traitement au TGF-β2 + IL-1 conduisait à une 

EndMT satisfaisante dans notre modèle expérimental. Nous l’avons donc utilisé comme modèle contrôle dans les 

expériences qui ont conduit à la rédaction de l’article présenté ci-après. L’ensemble de ces résultats, ainsi que 

ceux présents dans l’article sont discutés dans la partie « Discussion Générale ».  
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Figure 23 : Le traitement au TGF-β2+IL-1 induit une plus grande augmentation des marqueurs protéiques 
mésenchymateux que le traitement au TGF-β2 seul. Les HUVECs ont été traitées ou non avec du TGF-β2 à 10 ng/mL en 
association ou non avec de l’interleukine-1 (IL-1) à 10 ng/mL. Les traitements ont été effectués à 24h, 48h et 72h. A) 

Histogramme de l’expression normalisée de l’α-SMA (N=3). (N=3). B) Histogramme de l’expression normalisée du vWF (N=3). 
C) Images correspondantes de l’expression protéiques tels que mesurées par le LAS4000+ (N=3). D) Histogramme des cellules 
doublement marquées (α-SMA+/vWF+) en cytométrie en flux (N=3=. E) Images de cytométrie correspondante. L’expression 
de vWF est analysée par un marquage FITC (axe Y) et celle de l’α-SMA via APC (axe X). Les images sont divisées en quartier 
tel que Q1-2 (vWF+/a-sma-) ; Q2-2 (vWF+/a-sma+); Q3-2 (vWF-/a-sma-); Q4-2 (vWF-/a-sma+).  Les images ont été 
analysées grâce au logiciel ImageJ. L’analyse statistique des figures a été réalisée avec Prism6. Une ANOVA à deux facteurs 
a été réalisée pour toutes les conditions. Toutes les données sont représentées comme des moyennes ou des moyennes ± 

SD. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.  
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3.4. Article : NOXI and NOX2 : Two enzymes that promote 
endothelial-to-mesenchymal transition induced by melanoma 
conditioned media 

 

Soumis pour publication dans « pharmacological Research »
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Discussion Générale 

1. Conception d’un modèle in vitro de l’EndMT 

L’EndMT est un processus physiopathologique très complexe qui dépend d'un grand nombre de facteurs. 

Construire un modèle in vitro fiable d'EndMT demeure un défi en raison de la diversité importante des (i) modèles 

cellulaires, (ii) des agents inducteurs possibles, (iii) de la cinétique d’évaluation. Dans notre modèle in vitro 

d’étude de l’EndMT, nous avons choisi d'utiliser des cellules HUVECs comme modèle de cellules endothéliales car 

elles constituent la lignée cellulaire la plus couramment utilisée pour étudier la physiologie des cellules 

endothéliales (205,227,230–233). Le très large corpus d’études utilisant cette lignée cellulaire nous permettait 

d’avoir à disposition une importante base de données pour pouvoir interpréter nos résultats. Les HUVECs sont 

également décrites comme des cellules supportant très bien la culture cellulaire. L’ensemble de la littérature sur 

l’EndMT recommande d’utiliser ces cellules entre le 1er et le 5ème passage afin de maximiser la conservation du 

phénotype endothélial. Toutefois, à notre connaissance, il n’existe pas de données sur l’ensemble des modèles 

d’études de l’EndMT ayant été utilisés à ce jour et faisant état de leurs avantages et inconvénients, respectifs. 

Bien que les HUVECs représentent le modèle de CE actuellement le plus utilisé dans l’étude in vitro de l’EndMT, il 

conserve un certain nombre de limites. La principale d’entre elles concerne leur phénotype endothélial, 

caractéristique des NECs et donc, différent de celui exprimé par les TECs. Ainsi, il a été décrit en 2020 par Nagl 

et coll. (56) les caractéristiques spécifiques des TECs parmi lesquels on retrouve une morphologie altérée (surface 

cellulaire irrégulière, fenestration excessive, perte des jonctions intercellulaires) ainsi qu’une activité de 

transcription plus importante adaptée à un métabolisme énergétique encore plus glycolytique et nécessaire à leur 

prolifération exacerbée. Les TECs sont également décrites comme présentant une plus grande instabilité 

génétique que les NECs, qui se traduit à la fois par des altérations de leur caryotype, mais également par une 

régulation de leur expression génique et épigénétique différentes des NECs (56). Cela se traduit, entre autre, par 

une plus grande sensibilité aux agents de sécrétion présents dans le MET, les TECs ayant été décrites comme 

plus sensibles à l’EndMT induite par le TGF-β2 par rapport aux NECs (225). L’ensemble des altérations décrites 

ci-dessus sont vraisemblablement des adaptations mises en place afin de répondre aux stimuli présents dans le 

MET, principalement l’hypoxie, l’acidification du milieu extracellulaire ou encore la production d’espèces 

radicalaires de l’oxygène (56). Plusieurs publications mettent en avant les altérations géniques provoquées par 

le stress oxydant (favorisé par une baisse du pH extracellulaire) et par l’hypoxie sur les CE (240,241). En cela, 

les TECs constitueraient donc un meilleur choix pour un modèle cellulaire cherchant à reproduire le comportement 

des CE dans un contexte tumoral. Néanmoins, la caractérisation des TECs demande encore à être affinée : la 

difficulté à les isoler a rendu difficile jusqu’à récemment des études sur leur phénotype. Grâce à l’émergence de 

techniques de screening de type « singlecell », le portrait phénotypique des TECs a pu être grandement affiné 

(54,55). Il est notamment apparu qu’il existait une importante hétérogénéité parmi les TECs, aussi bien inter-

tumorale qu’intra tumorale. Le profil de transcription des TECs varient ainsi grandement en fonction de leur origine 

et du stade d’évolution de la tumeur. Des études complémentaires sont nécessaires pour faire des TECs un modèle 

in vitro stable et reproductif adapté à l’étude de l’EndMT (54,60). 
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Les études d’optimisation des modèles expérimentaux ont montré une meilleure induction de l’EndMT avec le 

traitement combinant TGF-β2 et IL-1 par rapport au TGF-β2 seul. 

Un très large corpus d’études a montré que les cytokines de la superfamille du TGF-β étaient les inducteurs 

prédominants de l’EndMT (208,223–226). Plus récemment, l’isoforme 2 du TGF-β est apparu comme l’agent 

inducteur le plus efficace. Sabbineni et coll. ont ainsi montré dans leur étude de 2018 que le TGF-β2 induisait 

plus efficacement l’expression des facteurs de transcription mésenchymateux Snail et FoxC2 dans un modèle 

endothélial HMEC. De plus, après avoir stimulé les HMECs avec du TGF-β1 ou du TGF-β3, les auteurs observent 

un rétrocontrôle autocrine conduisant à la synthèse de TGF-β2, le véritable initiateur de l’EndMT  (228). 

De façon intéressante, nous avions, dans un premier temps, étudié l’induction de l’EndMT sur des cellules HMEC-

1 et nous avions constaté que les cellules traitées avec du TGF-β2 à 10 ng/mL pendant 72h présentaient une 

différenciation (induction de l’α-SMA, diminution du signal VE-cadhérine et diminution de la prolifération et de la 

formation de capillaires sur Matrigel®) significativement plus importante que celle observée avec des cellules 

HUVECs. L’importance de l’origine anatomique des CE dans leur réponse au TGF-β2 et/ou à la surexpression de 

Snail a été démontrée par Pinto et Ferreira dans leurs études de 2018 (231) et 2019 (235), respectivement. Ils 

montrent ainsi que le traitement des HUVECs avec du TGF-β2 comme seul inducteur n’a qu’un effet très modeste 

sur l’induction des marqueurs mésenchymateux et ne conduit pas à une diminution de l’expression des marqueurs 

endothéliaux, en cohérence avec nos résultats.  

L’interleukine-1 a déjà fait l’objet d’études révélant sa capacité à induire l’EndMT. Ainsi, Chaudhuri et coll 

montraient déjà en 2007 la capacité de l’IL-1 à induire l’EndMT sur des HDMEC. Dans leur étude, une exposition 

des HMECs à l’IL-1 conduit à une augmentation de l’expression de l’α-SMA associée à une diminution du vWF. 

Ces changements étaient réversible après une exposition de 72h mais irréversibles après une exposition de 10 

jours (242). Dans leur étude de 2011, Rieder et coll. ont souligné l’importance de l’inflammation dans l’induction 

de l’EndMT dans sur des cellules HIMEC (Human Intestinal Microvascular Endothelial Cells) in vitro. Ainsi, ils 

notent que le traitement à l’IL-1, une des principales cytokines pro-inflammatoires, sur des HIMECs est suffisant 

pour induire l’EndMT. Ils attribuent cette efficacité à la forte concentration basale en TGF-β dans les cellules 

intestinales. En effet, leur modèle de l’inflammation correspond à un cocktail TGF-β1 + IL-1 + TNF-α, et qui 

permet d’observer une disparition complète des caractéristiques endothéliales (CD31 ; VE-cadhérine) au profit 

des mésenchymateuses (Vimentine ; N-cadhérine ; α-SMA). Comparé aux traitements avec les autres cytokines 

séparément, l’IL-1 est celle qui induit la transition la plus efficace (243).  

Il reste cependant établi que la combinaison des traitements induit de manière significative et plus efficace 

l’EndMT. L’intérêt du traitement combiné pourrait s'expliquer par le fait que l'IL-1 agit en synergie en présence 

de TGF-β2 pour induire l'EndMT. Ces données ont été suggérées par Maleszewska et ses collaborateurs en 2013. 

Dans leur étude, les HUVECs traitées simultanément par TGF-β2 et IL-1 présentent des changements 

morphologiques caractéristiques d’un phénotype mésenchymateux  plus importants et une expression accrue de 

SM22-α par rapport aux cellules stimulées avec les cytokines utilisées séparément (227). De plus, dans cette 

même étude, les auteurs montrent que l’EndMT induite par l’Il-1 est dépendante d’une synthèse de TGF-β2 qui 

se fait par rétrocontrôle. Ce rétrocontrôle ne conduit cependant pas à la synthèse de TGF-β1 ou 3 ce qui souligne 

l’activité complémentaires de ces deux cytokines dans l’induction de l’EndMTl (227).  

De façon intéressante, nos résultats de cytométrie en flux montrent que la combinaison TGF-β2/IL-1 induit une 

augmentation de la sous-population doublement marquée (α-SMA+/vWF+), mais ne permet pas d’observer de 
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cellules au phénotype totalement mésenchymateux (α-SMA+/vWF-). Ces données mettent en exergue 

l’importance du temps de traitement choisi. Il apparait ici que la transition induite par TGF-β2/IL-1 serait 

maximale à 48h mais en partie réversible à 72h. D’autres modèles d’EndMT ont montré qu’une stimulation plus 

longue permettait d’induire une transition complète : Jiao et coll, ont ainsi induit une EndMT à partir d’HUVEC 

traitées avec du TGF-β1 (10 ng/mL) après une exposition durant 5 passages. Dans les mêmes conditions après 

48h, ils n’observaient que des variations mineures de l'expression des marqueurs protéiques (α-SMA/VE-

cadhérine) (238). A ce titre notre modèle expérimental présente vraisemblablement une limite car il ne permet 

pas d’évaluer l’EndMT sur des temps longs. Nos tentatives d’étendre la cinétique de traitement à 7 jours ont 

conduit à une augmentation importante de la mort cellulaire. Toutefois cette limite reste à relativiser dans le 

contexte précis de cette étude. En effet, plusieurs publications font le lien entre le stress oxydant et l’EndMT et 

montrent que l’impact du stress oxydant intervient majoritairement sur des temps compris entre 24h et 72h 

(233,236,237). Ainsi, l’équipe de Montorfano montre une induction de l’EndMT de façon TGF-β dépendante après 

une exposition de 72h des HUVECs à un stress oxydant (H2O2) (236). Ceci confirme l’intérêt de notre modèle 

dont le but était d’étudier l’impact des ROS produites par les NOXs. Les résultats que nous obtenons en DCFDA 

confirment bien l’importance du point à 72h dans l’étude de l’impact des ROS dans l’EndMT, et l’identifie comme 

un évènement « précoce » de la transition. 

La co-expression de marqueurs endothéliaux et mésenchymateux, comme celle engendrée par notre traitement 

n’est pas un fait nouvellement observé sur les cellules endothéliales. Ainsi, en 2006 Cevallos et coll montraient 

que les contraintes de cisaillement conduisait à l’expression de marqueurs typiques des cellules musculaires lisses 

(α-SMA et SM22-α) dans les cellules endothéliales sans toutefois réduire celles des marqueurs endothéliaux 

(VEGFR-2 ; vWF) (HUVECs) (21). Cet état de transition partiel est un témoin important de l’extrême plasticité 

des cellules endothéliales. Dans leur article de 2020, Xu et coll montrent que l'EndMT induite par la doxorubicine 

conduit à l'expression, par les cellules endothéliales, à la fois des marqueurs endothéliaux (CD31) et 

mésenchymateux (α-SMA) (244). Enfin, dans les revue de Shu et coll ainsi que de Welch-Reardon et coll insistent 

sur le fait que l’EndMT partielle est un processus d’importance dans la formation des métastases et sont des 

sujets de grand intérêt pour la recherche dans ces domaines (245). 

De manière surprenante, la présence d’une sous-population doublement marquée α-SMA+/vWF+ a été mise en 

évidence dans l’échantillon de cellules non traitées, et ce dès 24h. Seuls les passages cellulaires pourraient 

expliquer la plasticité des cellules endothéliales, de nouveau mise en évidence ici. Bien que cela puisse paraître 

contre-intuitif, Lu et coll (246) montraient déjà en 2004 que certaines cellules isolées d’une culture primaire 

d’HUVECs (marquées CD34+) expriment déjà l'ARNm codant pour l’α-SMA simultanément avec l’expression des 

gènes endothéliaux classiques. De nombreuses études montrent la capacité des cellules endothéliales à se 

transdifférencier en cellules mésenchymateuses (20,21,247,248). Les études de Wang et coll, Shoajei et coll et 

Cevallos et coll montrent toutes les trois une induction de l’EndMT en réponse à un stress mécanique. Le dispositif 

de culture des cellules apparait donc comme jouant un rôle important dans la conservation de leur phénotype 

endothélial  

Une autre hypothèse pourrait reposer sur le choix de la culture en 2D privilégié pour notre étude. La culture de 

cellules en 2D ne permet pas de reproduire fidèlement l’organisation cellulaire physiologique suggérant que le 

phénotype endothélial ne peut pas y être pleinement reproduit/conservé. Aussi, plusieurs auteurs se sont donc 

intéressés à des protocoles de culture en 3D pour tenter d’optimiser les modèles d’études (249). Concevoir un 
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modèle de culture original comme l'ont fait Yeon et collaborateurs, semble être le meilleur moyen de générer des 

résultats de meilleure qualité. Dans leur étude de 2018, ils présentent un modèle microfluidique d'EndMT en 

utilisant des exosomes dérivées de mélanome comme agents déclencheurs (209). Leur modèle leur permet 

d’exercer un contrôle extrêmement fin sur la concentration d’exosomes envoyée vers les CE, ainsi que les 

différences de pression entre les différentes chambres de leur incubateur. Ceci leur permet de reproduire des 

variations de flux extrêmement proches des contraintes physiologiques, et ainsi de mettre les CE dans des 

conditions optimales de maintiens de leur phénotype.  

Plusieurs études ont également fait le choix d’utiliser des modèles 3D pour étudier l’EndMT. Ainsi, Cecoltan et coll 

(250) montrent l’induction de l’EndMT par un traitement au glucose sur des cellules de valves cardiaques (Valvular 

Endothelial cells ; VEC). Leur modèle 3D implique un gel formé à partir d’une MEC porcine décellularisée et de 

VECs huamines. Ceci leur a permis d’étudier avec plus de faciliter l’évolution des jonctions intercellulaires. 

Également, Bramsen et coll (249) utilisent, afin de simuler le tissu des valves cardiaque physiologiques et 

pathologiques un hydrogel composé de collagène 1 supplémenté ou avec des glycosaminoglycanes (GAGs). Les 

hydrogels contenant des GAGs conduisaient à la survenue de l’EndMT ce qui souligne l’importance cruciale de la 

matrice de culture des CE pour le maintien de leur phénotype. 

Dans l’ensemble nos résultats montrent bien l’intérêt d’une approche multi-facteurs afin d’induire l’EndMT. La 

plasticité des cellules endothéliales est ici soulignée car elles démontrent la capacité à faire évoluer leur phénotype 

aussi bien spontanément qu’en réponse à un traitement et ce de façon réversible. La mise en place d’un modèle 

3D apparait comme une perspective engageante pour de futures investigations. L’utilisation de microsphères 

pourrait ainsi permettre de cultiver les CE sur des temps plus longs, mais également de préserver leur phénotype 

endothélial en l’absence de traitement. Notre laboratoire disposant de technologies de microfluidique, l’élaboration 

d’un modèle exploitant cette technique pourrait être une perspective intéressante afin de mieux maîtriser les 

interactions CE et CM.  

2. Etude du rôle des ROS produits par les NOX dans l’EndMT 

Comme développé dans l’introduction, le mélanome est un cancer particulièrement agressif et qui présente un 

fort risque de former des métastases aux stades les plus avancés (191). Son développement bénéficie 

énormément des interactions avec le MET qui est à la fois le support de son invasivité mais aussi de la résistance 

à certaines thérapies comme les thérapies ciblées anti-BRAF/anti-MAPK (198,251). Les cellules présentes dans le 

MET, notamment les CAFs et les CE sont deux types cellulaires particulièrement important dans la promotion de 

l’invasion tumorale (60,252,253) 

Arozarena et coll insistent particulièrement, dans leur revue de 2019, sur l’importance de la p lasticité des cellules 

tumorales et rapportent que les agents à l’origine de cette plasticité sont produits par les cellules du MET (254). 

Ainsi, des cytokines comme le TGF-β, et des facteurs de transcription comme ZEB1 sont pointés comme 

d’importants contributeurs à l’acquisition d’un phénotype invasif. Ils jouent notamment un rôle dans la 

différenciation cellulaire et promeuvent l’EMT, processus primordial dans l’initiation de l’invasion métastatique. 

Les TECs sont également soumis à l’environnement de sécrétion particulièrement riche qu’est le MET. Les 

cytokines et facteurs de transcription qui initient l’EMT sur les cellules tumorales, vont également pouvoir induire 

l’EndMT sur les TECs, les deux mécanismes étant, de plus, extrêmement proches sur le plan moléculaire. L’EndMT 
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est par ailleurs reconnue comme l’une des principale source de CAFs (208). Ces CAFs présentent une activité de 

sécrétion importante qui contribue à accélérer la croissance tumorale, notamment via la synthèse de protéases 

qui vont participer au remodelage de la MEC (22,255). Ils sécrètent également du VEGF qui participe à stimuler 

l’angiogenèse tumorale ce qui conduit à une augmentation du pool de CE qui pourront potentiellement subir 

l’EndMT (22,256). Ceci participe grandement à l’emballement du développement tumoral et à l’acquisition d’un 

phénotype invasif. Il est donc particulièrement intéressant de freiner un tel phénomène, le pronostic clinique du 

mélanome s’assombrissant considérablement une fois passé le stade métastatique. Une maîtrise du MET apparait 

d’autant plus crucial dans le contrôle du mélanome que les thérapies aujourd’hui utilisées, et ayant apporté un 

vrai regain d’efficacité dans la stratégie thérapeutique des mélanomes avancés, ciblent les cellules du MET (257).  

L’EndMT joue un rôle important dans la résistance aux traitements et a déjà été mise en cause dans plusieurs 

cancers comme source d’acquisition de résistance à la radiothérapie ou à la chimiothérapie (258). Il a également 

été montré que l’EndMT est à l’origine d’un recrutement anormal des péricytes qui vont venir former une 

couverture importante au-dessus de l’endothélium (259,260). Cette couverture a été montrée comme étant la 

cause d’une résistance aux thérapies anti-VEGF qui peinent à atteindre les CE (261). Il est cependant plus 

probable que l’acquisition de résistance aux chimiothérapies due à l’EndMT soit indirecte. En effet , les CAFs 

générés par l’EndMT sont des acteurs majeurs de la progression tumorale et métastatiques, et jouent également 

un rôle important dans l’acquisition de résistances aux thérapies anticancéreuses (22,262). Comprendre les 

mécanismes moléculaires régissant l’initiation de l’EndMT apparait donc tout particulièrement intéressant dans 

l’optique de construire de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

La surproduction de ROS et le stress oxydant sont aujourd’hui des caractéristiques reconnues des cancers (149). 

Il existe par ailleurs plusieurs études faisant le liens entre les ROS produites par les NOXs et la progression 

tumorale (180,263,264). D’autres études font également le liens entre l’activité des NOXs et l’EndMT 

(178,224,265). Cependant, il existe encore très peu d’informations sur le lien putatif entre les NOXs et l’EndMT 

dans le contexte du cancer. 

Les résultats que nous présentons ici contribuent à montrer que le sécrétome contenu dans CM issu de cellules 

de mélanome SK-MEL 28 induit la génération de ROS par les HUVECs, et que les NOXs jouent un rôle déterminant 

dans cette génération. Le rôle des NOX dans l’EndMT a déjà été étudié par Montorfano et coll en 2014. Dans cette 

étude, le lien entre stress oxydant et EndMT a été mis en évidence sur des HUVECs traitées avec du peroxyde 

d’hydrogène pendant 72h (augmentation de l’expression de l’α-SMA et diminution de celle de la VE-Cadhérine). 

Notre étude intègre cette approche, spécifiquement au cancer (et plus spécifiquement au mélanome) en utilisant 

le CM comme agent inducteur de l’EndMT. D’autres études sont en accord avec nos résultats, en montrant qu’un 

blocage du stress oxydant permet de réverser l’EndMT. Ainsi, Guo et coll (233) parviennent à inhiber une EndMT 

induite par le TGF-β en traitant avec de la kallistatine. L’inhibition du signal TGF-β conduit à l’absence d’activation 

des NOXs et in fine inhibe l’EndMT. Ils n’identifient cependant pas d’isoforme de NOX impliquée en particulier. 

Plus récemment Zhen et coll (266) montrent que l’utilisation de N-acétylcystéine, connue pour ses propriétés 

anti-oxydantes, permet, en bloquant la génération de ROS et la signalisation p38, d’inhiber l’EndMT induite par 

le 27-Hydroxycholestérol. Enfin, Giordo et coll (143) ont montré très récemment, dans un modèle de diabète, 

que des cellules endothéliales de rétine (HRECs) traitées par une forte concentration en glucose s’engageaient 

dans un processus d’EndMT pouvant être réversée par le pan-inhibiteur de NOXs DPI. 
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Les NOXs constituent la source principale de ROS dans les CE. Parmi les 7 isoformes connus les isoformes NOX1 ; 

NOX2 ; NOX4 et NOX5 sont retrouvés dans les CE (114). La dérégulation de leur activité est documentée comme 

jouant important dans le développement de pathologies vasculaires. Dans le revue de 2014, Drummond et coll 

(114) insistent sur l’importance des NOX1 et 2 dans le développement de pathologies vasculaires comme 

l’hypertension, la fibrose cardiaque, le diabète, mais également l’inflammation (242). Ils attribuent à NOX4 un 

rôle plutôt protecteur vis-à-vis du phénotype vasculaire du fait que cette enzyme produit du peroxyde d’hydrogène 

et non de l’anion superoxyde ce qui diminue sa réactivité délétère avec le NO•. Le H2O2 produit par le NOX4 joue 

également un rôle essentiel de second messager qui va améliorer la synthèse d’enzymes vasoprotectrices comme 

l’eNOX (endothelial Nitric Oxide Synthase) (267). Toutefois, cette activité protectrice de NOX4 vis-à-vis de la 

structure vasculaire peut également avoir un revers délétère. L’activité de la NOX4 a ainsi été mise en évidence 

comme jouant un rôle dans le développement de plusieurs cancers, notamment via une promotion de 

l’angiogenèse tumorale (137). Dans leur revue de 2019 traitant de l’EndMT, Velazquez et coll développent 

l’importance des NOXs dans son initiation en tant que principale source de ROS dans les CE (224). Ils insistent 

particulièrement sur la NOX2 dont l’implication dans l’EndMT a déjà été démontrée sur un modèle de souris 

transgéniques surexprimant la NOX2. Ces souris subissaient une EndMT plus important, conduisant à une 

augmentation de la fibrose cardiaque (268). Le rôle de NOX2 a, par ailleurs, été décrit comme essentiel dans 

l’induction de l’EndMT embryonnaire lors de la formation des valves cardiaques (265). Le rôle de NOX4 dans 

l’EndMT n’a pas encore été examiné directement. Cependant, le fait que la NOX4 soit positivement régulée par le 

TGF-β, lui-même un puissant inducteur de l’EndMT, suggère qu’elle puisse avoir un rôle important dans l’EndMT 

(224). L’implication de NOX4 dans l’EMT est, en revanche, établi (269–271). La proximité moléculaire entre l’EMT 

et l’EndMT rend d’autant plus probable son implication dans l’EndMT. Enfin, concernant NOX1, il a été récemment 

rapporté que son inhibition via un inhibiteur pharmacologique spécifique (GKT771) conduisait à une réduction du 

volume tumoral dans un modèle vivo murin de cancer colorectal et de mélanome (156). Cette inhibition se fait 

par un renforcement de l’activité des inhibiteurs de checkpoint sur lesquels sont basées les immunothérapies 

actuellement employées contre le mélanome (257). 

Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude contribuent à attester l’importance du rôle des ROS 

générées par les NOXs dans l’initiation de l’EndMT en montrant que l’inhibition de NOX1&2 conduit à une réduction 

significative des ROS générées associée à une inhibition de l’EndMT. Bien que nos conditions ne permettent pas 

un retour à un état 100% endothélial, elles permettent de grandement restaurer les caractéristiques endothéliales 

des HUVECs, notamment leur capacité à former des capillaires sur Matrigel®. Il nous faut pleinement saisir 

l’étendu de la plasticité des CE qui, si elle est une caractéristique essentielle au bon maintien de leurs fonctions 

physiologiques, pour lesquelles elles doivent se montrer fortement adaptables, en font de redoutables atouts dans 

le maintien du processus cancéreux.  

La très récente publication de Yamashiro et coll (272) montre que l’EndMT partielle participe à la réorganisation 

luminale après une ligature carotidienne. L’augmentation de l’expression de marqueurs mésenchymateux dans 

les CE était dépendante de l’expression de HIF-1α, un marqueur essentiel de l’hypoxie. Ceci montre que l’hypoxie 

joue un rôle important de promoteur de l’EndMT. L’induction de l’EndMT par l’hypoxie a déjà été décrite (273,274) 

dans d’autres contextes que le cancer, cependant l’hypoxie fait partie des caractéristiques intrinsèques de 

l’environnement tumoral et sous-tend un grand nombre de mécanismes cruciaux pour le développement tumoral. 

Elle est la conséquence directe de la perte de l’organisation des vaisseaux sanguins tumoraux et de leur perfusion 
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de mauvaise qualité. Cette hypoxie conduit les cellules endothéliales, mais aussi les cellules cancéreuses alentours 

à recourir préférentiellement à la glycolyse comme moyen de production énergétique. Ceci va conduire à une 

accumulation de lactate et donc à une diminution du pH propice à l’accumulation de ROS qui, comme nous l’avons 

développer sont des agents majeurs de l’EndMT, et de la plasticité endothéliale en général (56). 

L’ensemble de ces données montrent le rôle important joué par les ROS dans l’initiation et le maintien de l’EndMT. 

Les NOXs constituant la source principale de ROS dans les CE, il apparait extrêmement intéressant de questionner 

la place des NOXs dans l’initiation/le maintiens de l’EndMT, en particulier dans le contexte tumoral qui favorise la 

production de ROS. Nos résultats font un pas de plus dans ce sens, en montrant que l’activité de NOX1&2 est 

déterminante dans la perte des caractéristiques endothéliales des HUVECs caractéristique de l’EndMT. A terme, 

cela pourrait conduire au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques qui passeraient par l’inhibition 

des NOXs afin de réduit l’EndMT et, de fait, le développement tumoral et métastatique. 

3. Perspectives et conclusions 

La littérature des dernières années, ainsi que nos résultats, posent la question du contrôle de la plasticité des CE 

comme un des défis majeurs dans l’élaboration de stratégies thérapeutiques innovantes. L’impact du stress 

oxydant dans la promotion de la croissance tumoral nous semble, à ce titre, être un axe pertinent de réflexion. 

Comme développé précédemment, le stress oxydant, au niveau tumoral, trouve une grande partie de son origine 

dans l’acidification du milieu extracellulaire, lui-même causé par un détournement du métabolisme énergétique 

des CE et des cellules cancéreuses en faveur de la glycolyse productrice de lactate. Cette altération métabolique 

est, elle-même, grandement favorisée par l’hypoxie décrite au sein du MET et largement entretenue par la faible 

perfusion des vaisseaux sanguins tumoraux (67). La conjonction d’un environnement fortement concentré en 

ROS et hypoxique, comme c’est le cas dans le MET, est particulièrement délétère pour les CE. D’une part, l’hypoxie 

va conduire à une suractivation de l’angiogenèse par l’intermédiaire de HIF-1α. Cette angiogenèse anormale va 

elle-même contribuer à renforcer l’hypoxie et la génération de ROS D’autre part, et comme nous avons contribué 

à le démontrer avec les résultats de cette thèse, les ROS vont provoquer une évolution du phénotype des CE vers 

un phénotype mésenchymateux activé via l’EndMT. Aujourd’hui reconnue comme étant une source majeure de 

CAFs, l’EndMT contribue à promouvoir le développement cancéreux et métastatique (258). En effet, les enzymes 

de remodelages moléculaire (MMPs ; TGMs, LOXs) sécrétés par les CAFs vont ainsi favoriser l’invasion des cellules 

tumorales hors du site initial (22,275). De même, leur sécrétion accrue de cytokines (TGF-β, IL-1, entre autres) 

(22) sont d’importants promoteurs de l’EndMT, comme nous avons pu le démontrer dans ce travail. Enfin, leur 

synthèse augmentée de VEGF va contribuer à promouvoir une angiogenèse favorable à la croissance tumorale, 

et participe à augmenter le pool de CE qui pourront potentiellement s’engager dans l’EndMT (22,276). Ces 

données confirment donc l’existence d’un mécanisme de rétrocontrôle positif qui complexifie la prise en charge 

des tumeurs et qui justifie l’intérêt de cibler l’EndMT et ses principaux agents inducteurs. 

Le développement de stratégies thérapeutiques visant à cibler les ROS, et a fortiori les ROS produites par les 

NOXs, nous semble être une piste pertinente pour tenter de compléter la prise en charge des cancers, et en 

particulier du mélanome.  

La famille des NOXs constitue la principale source de ROS au sein des CE (178). Comme nous l’avons développé 

précédemment, une sur-activation de ces enzymes, et notamment des isoformes 1 et 2, conduit à un stress 
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oxydant au sein des CE qui a été démontré comme étant à l’origine de plusieurs pathologies vasculaires (114). 

Une stratégie d’inhibition de ces enzymes pourrait se révéler être intéressante pour tenter de limiter ces 

pathologies. Cependant, le développement d’inhibiteurs spécifiques de ces enzymes est un défi qui n’est pas 

complètement résolu. Il existe, en effet, des pan-inhibiteurs des NOXs comme le diphenyliodonium (DPI), 

particulièrement utilisé dans les études in vitro (169). Cependant, son activité d’inhibition des flavoprotéines en 

fait également un inhibiteur potentiel de la CYP450 reductase (277), de la NO synthase (278) et de la chaine 

mitochondriale (279) ce qui exclut sont utilisation en thérapeutique. D’autres inhibiteurs ciblent spécifiquement 

certaines isoformes des NOXs. C’est le cas de molécules comme le GKT136901 et le GKT137831 qui inhibent les 

NOX1&4. Les données actuelles relatives à ces molécules confirment que leurs propriétés inhibitrices sont mal 

comprises. En effet, Augsburger et coll (169) discutent leur activité d’inhibiteur de NOX1&4. Dans leur étude, ces 

deux composés ne montrent pas d’activité inhibitrice des NOXs (absence d’inhibition de la génération d’O2
•-). Ils 

montrent en revanche une activité antioxydante, ce qui pourrait expliquer les résultats obtenus par le GKT137831 

dans le traitement des néphropathies diabétiques pour lesquelles il est actuellement en essais clinique de phase 

deux (280). 

Parmi les autres molécules, il existe des inhibiteurs spécifiques qui pourraient représenter des candidats 

intéressants pour une future utilisation thérapeutique. Il s’agit du GSK2795039, inhibiteur de NOX2 que nous 

avons utilisé dans cette étude. Il montre une sélectivité importante vis-à-vis de cette isoforme ainsi qu’une 

efficacité in vivo après une administration systémique dans un modèle murin (281). Malheureusement, sa 

biodisponibilité orale est faible et sa pharmacocinétique, évaluée chez le rongeur demeure assez pauvre avec 

notamment, une clairance élevée et un demi-vie de 0,2 h chez la souris et 2 h chez le rat (175). Ces données ont 

été complétées par Padilha et coll (175) qui détaillent le métabolisme hépatique de cette isoforme et décrivent 

les différents métabolites formés au cours de sa biodégradation. Ils pointent du doigt l’oxydation NADPH-

dépendante de sa chaine alkyle qui pourrait être en partie responsable de sa clairance élevée, et concluent qu’à 

l’issue d’une optimisation, cette molécule pourrait constituer un excellent candidat en tant qu’inhibiteur de NOX2 

utilisable en thérapeutique. 

Un autre inhibiteur spécifique est le ML171 que nous avons également utilisé dans notre protocole, et qui présente 

une très bonne spécificité pour la NOX1 (IC50 250 nM) (282) et a déjà montré sa capacité à inhiber le stress 

oxydant dépendant de NOX1. Ainsi, Liang et coll ont confirmé sa capacité à inhiber la croissance de tumeurs 

hépatiques induites par une injection de carcinogène (non spécifié) sur un modèle murin (172). Cette molécule 

fait actuellement l’objet d’études pré-cliniques afin de déterminer sa toxicité exacte : sa dose létale (500 mg/kg) 

et sa dose maximale sans effets secondaires (250 mg/kg) suite à son administration intra-péritonéale n’ont été 

identifiée que récemment sur un modèle de souris ICR (176). L’ensemble de ces données sont encourageantes 

et suggèrent que le ML171 puisse être un bon candidat pour inhiber NOX1 mais d’autres études sont encore 

nécessaires pour pouvoir transposer son usage chez l’Homme. 

Au-delà de la difficulté d’identifier des inhibiteurs fiables des NOXs, un autre enjeu demeure : celui de l’adressage 

d’une drogue capable de cibler spécifiquement les CE engagées dans l’EndMT. En effet, même si l’inhibition d’une 

ou plusieurs isoformes des NOXs endothéliales pourrait constituer une stratégie intéressante pour lutter contre 

l’EndMT tumorale, une telle inhibition aurait selon toute vraisemblance des effets délétères sur la physiologie des 

CE « saines » dans lesquelles les NOXs jouent un rôle crucial (114). Ainsi, cibler spécifiquement les TECs tout en 

épargnant les NECs constitue un défi de taille. Les TECs présentant une activité angiogénique plus importante 
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que les NECs, des thérapies anti-VEGF ont montré leur efficacité à les cibler spécifiquement. Cependant, cette 

stratégie a rapidement dû faire face à l’émergence de résistances (283,284). Par ailleurs, bien que les TECs et 

les NECs présentent des différences phénotypiques connues, ces deux types cellulaires expriment des marqueurs 

communs et il est donc compliqué de discriminer les effets d’agents pharmacologiques sur les TECs et les NECs. 

De plus, les études récentes soulignent la grande hétérogénéités présente au sein des TECs inter et intratumorale 

(54,56). Il semble ainsi plus pertinent de se focaliser sur des stratégies cherchant à cibler le MET plus globalement, 

plutôt que les TECs spécifiquement. 

C’est dans ce contexte que l’utilisation de méthode de vectorisation originale apparait comme une piste 

prometteuse. Parmi les pistes proposées, une encapsulation de drogues anti-EndMT ciblant les NOXs pourrait 

permettre de garantir une sélectivité satisfaisante vis-à-vis des CE tumorales. Si l’identification de marqueurs de 

surface spécifiques aux TECs demeure difficile, l’environnement dans lequel ces cellules évoluent au sein de la 

tumeur présente des caractéristiques intéressantes pour potentialiser l’adressage. Le MET présente un pH 

significativement plus bas que celui des tissus sains (285). Une stratégie d’encapsulation sensible aux variations 

de pH pourrait ainsi s’avérer pertinente, comme cela a été récemment démontré par notre équipe à partir d’un 

modèle in vitro de cellules de mélanome. Cette stratégie a consisté en la production de nanocapsules lipidiques 

modifiées par la présence de groupements vinyl imidazole sur ces chaines carbonées, permet une protonation en 

présence d’un pH suffisamment bas (286). Cette approche pourrait donc être prometteuse dans le traitement de 

cancer comme le mélanome métastatique notamment en vue d’améliorer le ciblage des NOXs avec les inhibiteurs 

précédemment décrits. 

De même, notre projet a montré l’importance de la production de ROS à l’origine de l’EndMT. Ces espèces 

réactives de l’oxygène sont également produites par les cellules tumorales (149)Une stratégie utilisant des 

nanocapsules sensibles à la quantité de ROS produites pourraient être envisagées. Cette stratégie a fait l’objet 

d’une étude (287) en concevant des nanocapsules recouvertes de polymères contenant des groupes d’esters 

boronique. Ce recouvrement permet aux nanocapsules de se cliver en présence de ROS et donc de délivrer la 

drogue qu’elles contiennent.). A l’aide de ces vecteurs, les auteurs ont montré une l’efficacité du paclitaxel en 

comparaison avec le paclitaxel seul ou encapsulé dans des nanocapsules non sensibles aux ROS dans un modèle 

murin xenogreffé avec des cellules HeLa. Également, Wan et coll (288) démontrent que de la doxorubicine 

associée à un siRNA anti PD-L1 vectorisés dans des nanocapsules recouvertes d’un peptide sensible aux ROS 

(composition non spécifiée) présente une meilleure efficacité, ainsi qu’une diminution de la toxicité  in vivo sur 

un modèle murin xénogreffé avec des cellules 4T1. Ces données soulignent l’importance de la mise au point de 

nouvelles stratégies d’encapsulation et de vectorisation en vue d’améliorer la distribution et l’efficacité de 

nouvelles, et d’anciennes, drogues anticancéreuses.  

En conclusion, les résultats obtenus durant cette thèse, ainsi que les dernières données de la littérature, décrivent 

l’EndMT comme un processus de soutien crucial dans le développement tumoral et pointent l’importance des ROS 

dans l’initiation de ce processus. Cibler des enzymes génératrices de stress oxydant comme les NOXs apparait 

ainsi comme une piste prometteuse. Associées aux thérapies déjà existantes, ces inhibiteurs pourraient constituer 

une nouvelle stratégie thérapeutique adjuvante efficace dans le traitement des mélanomes métastatiques ou dans 

la prévention d’éventuelles récidives. L’efficacité d’une telle stratégie serait d’autant plus assurée grâce à 

l’utilisation de vecteurs innovants développés au laboratoire 
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 Les cellules endothéliales (CE) sont au carrefour de nombreux phénomènes physiopathologiques. Dans le contexte 

particulier des cancers elles sont à la fois impliquées dans l’angiogenèse et dans la transition endothélio-

mésenchymateuse (EndMT). L’EndMT se définit comme un processus de transition phénotypique depuis un type 

endothélial vers un type myofibroblastique et dont l’implication dans le développement tumoral a été de plus en 
plus étudiée cette dernière décennie. Cette transition engendre la production de fibroblastes associés au cancer 
(CAFs) qui contribuent grandement au développement tumoral et à l’acquisition d’un phénotype invasif notamment 
en promouvant la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un autre processus de transition phénotypique. 
Également, La production excessive d’espèces réactive de l’oxygène (ROS) est un des marqueurs du 
développement tumoral. Les enzymes de la famille des NADPH oxydase (NOX) sont les plus grands contributeurs 

à la génération de ROS dans les CE. Les ROS qu’elles génèrent ont déjà été décrit comme jouant un rôle dans 
l’EndMT dans le cadre d’autres pathologie (comme les fibroses pulmonaire et rénale), mais leur implication dans 
l’EndMT tumorale est encore mal connue. L’objectif de cette thèse vise à déterminer l’implication du stress oxydant 
généré par les NOX dans l’EndMT tumoral en développant un modèle in vitro sur des CE HUVECs traitées avec un 
milieu conditionné (CM) par des cellules de mélanome humain (SK-MEL 28). Nos résultats montrent que l’inhibition 
de NOX1 & NOX2 conduit à une réversion de l’EndMT induite par le CM. Ces résultats confirment le rôle fondamental 
des NOXs dans l’initiation de l’EndMT tumorale.  
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 Endothelial cells (EC) are at the crossroads of many physiopathological phenomena. In the specific context of 
cancers, they are both involved in angiogenesis and in the endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT). EndMT 

is defined as a process of phenotypic transition from an endothelial phenotype to a myofibroblastic one and whose 
implication in tumor development has been increasingly studied over the last decade. This transition results in the 
production of cancer-associated fibroblasts (CAFs) which greatly contribute to tumor development and the 

acquisition of an invasive phenotype, in particular by promoting the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), 
another phenotype transition process. Moreover, the excessive production of reactive oxygen species (ROS) is a 
hallmark of tumor development. Enzymes of the NADPH oxidase (NOX) family are the greatest contributors to ROS 
generation in EC. The ROS they generate have already been described as playing a role in EndMT in other 

pathologies (such as pulmonary and renal fibrosis), but their involvement in tumor EndMT is not fully understood. 
The objective of this thesis aims to determine the involvement of oxidative stress generated by NOXs in tumor 
EndMT by developing an in vitro model with HUVECs EC treated with a conditioned medium harvested from cultured 
human melanoma cells (SK-MEL 28). Our results show that inhibition of NOX1 & NOX2 leads to CM-induced 
reversion of EndMT. These results confirm the fundamental role of NOXs in the initiation of tumor EndMT. 
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Résumé :  Les cellules endothéliales (CE) sont 
au carrefour de nombreux phénomènes 
physiopathologiques. Dans le contexte 
particulier des cancers elles sont à la fois 
impliquées dans l’angiogenèse et dans la 
transition endothélio-mésenchymateuse 
(EndMT). L’EndMT se définit comme un 
processus de transition phénotypique depuis un 
type endothélial vers un type myofibroblastique 
et dont l’implication dans le développement 
tumoral a été de plus en plus étudiée cette 
dernière décennie. Cette transition engendre la 
production de fibroblastes associés au cancer 
(CAFs) qui contribuent grandement au 
développement tumoral et à l’acquisition d’un 
phénotype invasif notamment en promouvant la 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un 
autre processus de transition phénotypique. 
Également, La production excessive d’espèces 
réactive de l’oxygène (ROS) est un des 
marqueurs du développement tumoral. 

Les enzymes de la famille des NADPH oxydase 
(NOX) sont les plus grands contributeurs à la 
génération de ROS dans les CE.Les ROS 
qu’elles génèrent ont déjà été décrit comme 
jouant un rôle dans l’EndMT dans le cadre 
d’autres pathologie (comme les fibroses 
pulmonaire et rénale), mais leur implication 
dans l’EndMT tumorale est encore mal connue. 
L’objectif de cette thèse vise à déterminer 
l’implication du stress oxydant généré par les 
NOX dans l’EndMT tumoral en développant un 
modèle in vitro sur des CE HUVECs traitées 
avec un milieu conditionné (CM) par des 
cellules de mélanome humain (SK-MEL 28). 
Nos résultats montrent que l’inhibition de NOX1 
& NOX2 conduit à une réversion de l’EndMT 
induite par le CM. Ces résultats confirment le 
rôle fondamental des NOXs dans l’initiation de 
l’EndMT tumorale.  
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Abstract:  Endothelial cells (EC) are at the 
crossroads of many physiopathological 
phenomena. In the specific context of cancers, 
they are both involved in angiogenesis and in the 
endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT). 
EndMT is defined as a process of phenotypic 
transition from an endothelial phenotype to a 
myofibroblastic one and whose implication in 
tumor development has been increasingly 
studied over the last decade. This transition 
results in the production of cancer-associated 
fibroblasts (CAFs) which greatly contribute to 
tumor development and the acquisition of an 
invasive phenotype, in particular by promoting 
the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), 
another phenotype transition process. 

Moreover, the excessive production of reactive 
oxygen species (ROS) is a hallmark of tumor 
development. Enzymes of the NADPH oxidase 
(NOX) family are the greatest contributors to 
ROS generation in EC. The ROS they generate 
have already been described as playing a role 
in EndMT in other pathologies (such as 
pulmonary and renal fibrosis), but their 
involvement in tumor EndMT is not fully 
understood. The objective of this thesis aims to 
determine the involvement of oxidative stress 
generated by NOXs in tumor EndMT by 
developing an in vitro model with HUVECs EC 
treated with a conditioned medium harvested 
from cultured human melanoma cells (SK-MEL 
28). Our results show that inhibition of NOX1 & 
NOX2 leads to CM-induced reversion of 
EndMT. These results confirm the fundamental 
role of NOXs in the initiation of tumor EndMT.. 
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