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Résumé 

Le réseau vasculaire est composé non seulement des vaisseaux sanguins mais 

aussi des vaisseaux lymphatiques. Les premiers assurent l'approvisionnement des 

cellules en nutriments et oxygène et la récolte de leurs déchets métaboliques tandis 

que les seconds collectent les fluides, macromolécules et cellules immunitaires 

extravasés dans les tissus interstitiels pour les ramener à la circulation sanguine. 

Au cours de ces travaux de recherche, nous avons mis au point un substitut 

cutané reconstruit par génie tissulaire, contenant un réseau sanguin fonctionnel, 

exempt de toute matière exogène et potentiellement autologue. 

Ses applications cliniques sont particulièrement prometteuses puisque l'une 

des raisons majeures d'échec des greffes de peau sur les patients grands brûlés par 

exemple est la nécrose du greffon. Au cours d'une étude in vivo, nous avons 

démontré que le réseau contenu dans notre substitut cutané est fonctionnel, s'inoscule 

en moins de quatre jours avec le réseau vasculaire de l'hôte et qu'il apporte un 

avantage à la néovascularisation par rapport à un substitut non microvascularisé. 

Un substitut cutané microvascularisé tumoral a ensuite été développé pour 

étudier la biologie du mélanome. Notre modèle est particulièrement pertinent et 

complet pour ce type d'étude puisque les cellules cancéreuses interagissent avec les 

trois principaux types cellulaires du derme et de l'épidémie et évoluent au sein d'une 

matrice extracellulaire sécrétée par ces cellules. Ainsi, il a été vérifié que les cellules 

cancéreuses conservent le même type de comportement, tant au niveau du potentiel 

invasif que du potentiel pro-angiogénique, dans notre modèle tridimensionnel de peau 

qu'/« situ chez les patients. 

Les capillaires lymphatiques fournissent une voie privilégiée pour le 

processus métastatique de cancers comme les mélanomes, c'est pourquoi nous 

travaillons à ajouter un réseau lymphatique à notre substitut cutané microvascularisé. 

Jusque là, nous avons démontré que les cellules endothéliales lymphatiques 

s'organisent spontanément en réseau dans un substitut 3D de tissu conjonctif. 
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Abstract 

The vascular network in our body consists of not only blood vessels, but also 

of lymphatic vessels. The first one supplies nutrients and oxygen, removes 

metabolites and CO2 while the second one collects fluids, macromolecules, and 

immune cells extravasated in interstitial tissue in order to bring them back to blood 

circulation. 

In our research, we developed a tissue-engineered skin substitute devoid of 

any exogenous material, potentially autologous, incorporating a functional 

microvascular blood network. 

Its clinical applications are exciting since necrosis is one of the major reasons 

of skin transplantation failure in bum patients. 

An in vivo study demonstrated that our skin substitute's microvascular 

network is functional, inosculates by 4 days post transplantation with the host's 

vascular network and improves the neovascularization process compared to non-

microvascularized substitute. 

We developed a tumor microvascularized skin substitute to investigate 

melanoma biology. Our model is particularly complete and relevant since cancerous 

cells interact with the three main dermal and epidermal cell types and develop within 

their secreted extracellular matrix. Thus, melanoma cells seem to behave the same 

way within our tridimensional tumor skin substitute and in situ in patients. Indeed, 

their invasive and pro-angiogenic potentials appear to be identical. 

Lymphatic capillaries also provide an important pathway for metastasis, 

especially for melanoma, which is why we are incorporating them into our model. 

Until now, we have demonstrated that lymphatic endothelial cells spontaneously 

organized in a network into a 3D connective tissue substitute. 
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Chapitre 1 : Introduction 

Le génie tissulaire englobe actuellement l'utilisation de cellules et de 

biomatériaux pour le maintien, la réparation ou la reconstruction de tissus et 

d'organes ainsi que la création et la validation de modèles d'études in vitro. La 

microvascularisation de ces substituts tissulaires consiste à y introduire une 

composante microvasculaire, à savoir des capillaires. 

La première partie fera le point sur la notion de capillaire. Dans un deuxième 

temps, les intérêts de microvasculariser ces substituts tissulaires seront décrits, puis 

les différentes approches utilisées actuellement pour y parvenir seront détaillées dans 

une troisième partie. Enfin, la mise en contexte, les hypothèses et les objectifs seront 

exposés à la lumière des informations précédentes. 

1. Histoire naturelle des capillaires 
1.1. Contexte évolutif 

1.1.1. La pression partielle en oxygène 

Même si les protozoaires et certains métazoaires inférieurs comme les vers 

plats sont capables de survivre par simple diffusion de l'oxygène de l'environnement, 

il n'en reste pas moins que la pression partielle en oxygène (PPO2) de l'atmosphère 

affecte l'évolution et le développement de la vie sur Terre (1). Ainsi, au carbonifère 

et au permien, soit il y a environ 300 millions d'années, la PPO2 atmosphérique était 

deux fois plus importante que celle d'aujourd'hui. C'est un des épisodes de 

l'évolution où le phénomène de gigantisme s'est développé dans plusieurs groupes 

d'arthropodes (2). L'envergure de certaines libellules pouvait atteindre 70 cm, celle 

des éphémères allait de 8,5 à 45 cm alors que les millepattes pouvaient mesurer 

jusqu'à un mètre de long. L'augmentation de la PPO2 atmosphérique a directement 

augmenté la capacité de diffusion de FO2, autorisant le gigantisme de ces classes 

d'animaux inférieurs. 

Les organismes plus complexes ne peuvent pas simplement compter sur la 

diffusion de l'oxygène pour survivre. Plusieurs laboratoires ont mis au point des 

modèles mathématiques de la diffusion de l'oxygène dans les tissus vivants. La 



plupart de ces approches sont basées sur le modèle de diffusion cylindrique instauré 

par August Krogh en 1919 (3). Une revue récente décrit l'état actuel des 

connaissances dans ce domaine (4). 

D'un point de vue plus biologique, en 1955, en étudiant des coupes 

histologiques de tissus cancéreux pulmonaires, Thomlinson et son équipe ont noté 

que les cellules ne peuvent survivre si elles sont situées à plus de 200 micromètres 

d'un capillaire (5). Il s'agit de la limite de diffusion de l'oxygène dans un tissu vivant 

(Figure 1), au-delà de cette distance, les cellules meurent par nécrose. 

100 um 145 pm 300 um 

T 1 I I I 
MO 300 200 100 100 ZOO 300 100 MO 100 

Rayon du cylindre (pm) 

Figure 1 : Diagramme représentant la distribution de l'oxygène (02) dans un cylindre de tissu vivant de 
rayon 100 um, 145 um et 300 um. PPO2 : pression partielle en oxygène, mmHg : millimètres de 
mercure. La ligne pointillée indique la distribution des catabolites. Adapté de (5). 

Ce principe a été vérifié in vitro en 1973 par Folkman (6). En effet, des 

cellules cancéreuses qui prolifèrent dans un environnement 3D sur des billes d'agar 

meurent par nécrose si elles sont situées à plus de 150-200 pm de la surface de la 

construction. L'équipe de cet auteur avait déjà démontré en 1972 l'importance de la 

néovascularisation dans la prolifération tumorale in vivo (7). En effet, lorsqu'une 

tumeur solide n'est pas vascularisée, elle entre dans une phase de « dormance » et sa 

taille ne peut excéder 1 à 2 mm de diamètre ou un volume de 1 mm3. Ces tumeurs 

non vascularisées adoptent une morphologie particulière qui se retrouve in vitro, à 

savoir que la zone périphérique est constituée de cellules en prolifération alors que la 

zone centrale est nécrotique. 



Il est donc important de retenir que la viabilité cellulaire n'est maintenue 

qu'en deçà d'une distance de 150-200 pm par rapport à un capillaire ou tout autre 

type d'apport d'oxygène et de nutriments. 

1.1.2. Augmentation du rapport volume/surface des organismes 

La simple diffusion est inadéquate pour assurer l'approvisionnement en 

oxygène dans des organismes plus gros. La question est donc comment les 

organismes pluricellulaires ont-ils réussi à relever le défi que représentait l'apport en 

oxygène et nutriments aux tissus ? 

La réponse se trouve dans la mise en place de structures internes hautement 

ramifiées, spécialisées dans le transport et l'échange de matières. Le transport par 

convection s'est développé aussi bien avec les systèmes respiratoires qu'avec les 

systèmes circulatoires internes (8). La ventilation à travers les poumons ou les 

branchies permet à l'organisme de prélever l'oxygène à partir du milieu extérieur, 

respectivement, l'air et l'eau. La circulation, ou convection des fluides à l'intérieur de 

l'organisme, distribue cet oxygène et autres nutriments aux cellules de l'organisme. 

Chez les mammifères, un organe hautement spécialisé assure la liaison entre 

ces deux transports par convection : le poumon. En 2004, le Pr Ewald Weibel, 

spécialiste de l'appareil respiratoire, a écrit un bel editorial sur la morphométrie du 

poumon, considérant aussi bien les voies aériennes que les vaisseaux sanguins qui lui 

sont étroitement associés (9). Il y explique les lois biophysiques comme la loi de Fick 

qui régissent la diffusion des gaz et précise qu'une haute capacité de diffusion de 

l'oxygène dépend d'une large surface d'échange, d'un réseau capillaire dense et 

d'une barrière très fine. Chez un homme d'environ 75 kilos, la surface alvéolaire 

pulmonaire est de 130±12 m2 et la surface capillaire pulmonaire est de 115±12 m2, 

soit à peu près la surface des trois quarts d'un court de tennis (10). La mise en place 

de ces grandes surfaces d'échange est rendue possible par le déploiement fractal de 

l'arbre bronchique et de l'arbre vasculaire, parallèlement l'un à l'autre. Les bronches 

et les artères se divisent par dichotomie et à chaque embranchement la dimension des 

tuyaux diminue d'un facteur 0,85 (11). Le déploiement fractal de ces structures 

anatomiques assure que tous les points terminaux sont à la même distance du point 



d'entrée, à savoir l'origine de la trachée (Figure 2). C'est cette propriété structurelle 

fondamentale qui forme la base pour l'homogénéité de la ventilation et de la diffusion 

des gaz. 

Figure 2 : Modèle fractal de l'arbre bronchique. Tous les points terminaux sont à la même distance de 
l'origine. Tiré de (12). 

Dans son livre intitulé « L'arbre vasculaire » et publié en 2008, Dr Pierre 

Corvol décrit l'importance de la hiérarchisation, de la ramification et du bon 

fonctionnement du réseau vasculaire dans la survie de l'organisme (13). 

1.1.3. Découverte historique des capillaires 

Entre les années 1489 et 1515, Léonard de Vinci développe ses connaissances 

anatomiques en disséquant des cadavres de criminels à l'hôpital de Santa Maria 

Nuova à Florence. Pour préserver les structures anatomiques, il injecte de la cire dans 

les vaisseaux sanguins (14). Il fut ainsi le premier à observer des capillaires sanguins, 

sans toutefois connaître leur fonction. 

Le concept de circulation sanguine a été introduit en 1628 par un médecin 

anglais du nom de William Harvey. Cependant, selon lui, le sang des artères se 

déversait dans les tissus comme s'il traversait une éponge, puis diffusait jusqu'à la 

circulation veineuse avant de revenir au cœur (15). Il lui manquait la notion de 

capillaires sanguins. 

Au XVIIème siècle, en Italie, Marcello Malpighi étudie des poumons de 

grenouilles en utilisant un tout nouvel outil : le microscope. Il découvre ainsi en 1661 



l'existence des capillaires sanguins et suppose que ces structures sont le lien physique 

entre les artères et les veines, assurant ainsi le retour du sang au cœur (16). 

Dès l'avènement de l'ère de la microscopie, les découvertes s'enchaînent (15) 

: Ruysch (1638-1731) déclare que la vasculature est ubiquitaire dans le corps humain, 

Schawnn (1810-1882) remarque que les tissus sont composés de cellules et que les 

capillaires ont des parois, Von Recklinghausen (1833-1910) montre que les parois des 

capillaires sont constituées de cellules. Enfin, His (1831-1904) donne le nom 

d'endothelium à la paroi des capillaires sanguins. 

L'histoire de la découverte des capillaires lymphatiques a été décrite par 

Rusznyak en 1967 (17). Hippocrate, dès l'antiquité, observe des structures contenant 

des fluides incolores qu'il nomme sang blanc dont la fonction lui était inconnue. 

Cette découverte est tombée dans l'oubli pendant plus de 2000 ans puis finalement, 

en 1622, en Italie, un professeur d'anatomie et de chirurgie nommé Aselli les observe 

de nouveau dans le mésentère de chiens grassement nourris. Il appela ces tubes 

remplis d'un liquide blanc des « veines laiteuses » (lacteis venis). Aselli pensait que 

la lymphe contenue dans ces vaisseaux rejoignait le foie où elle était transformée en 

sang. 

En 1651, Jean Pecquet découvre le canal thoracique et son entrée dans les 

veines : il devient le premier à décrire correctement le retour de la lymphe au sang. 

La dénomination « lymphatique » apparaît en 1653 à Copenhague grâce à 

Thomas Bartolin. Cet homme, ainsi que Olaus Rudbeck à Uppsala, suggère que les 

vaisseaux lymphatiques pourraient être impliqués dans la convection des fluides 

filtrés à partir du sang. 

En 1746, William Hunter, un professeur d'anatomie à Londres, démontre que 

le système lymphatique est constitué de vaisseaux « absorbants ». À la fin du 

XVIIIème siècle, l'anatomie de la vasculature lymphatique est connue, mais il faut 

attendre 1862 et les travaux de Recklinghausen pour connaître les détails de la 

structure des capillaires lymphatiques. 

Alors que Starling a prouvé que les protéines passent à travers les capillaires 

sanguins, Drinker a démontré, au XXème siècle, que le système lymphatique a pour 



fonction principale de retourner à la circulation sanguine les fluides et protéines qui 

se sont échappés du sang. 

1.2. Structures et fonctions des capillaires 

1.2.1. Organisation au sein du système circulatoire sanguin et 

lymphatique 

Le système cardiovasculaire est un système fermé composé de deux types de 

circulations : la petite circulation, ou circulation pulmonaire, et la circulation 

systémique, toutes deux organisées autour d'une pompe, le cœur (18) (Figure 3). La 

petite circulation, responsable des échanges gazeux avec l'extérieur, véhicule du sang 

pauvre en oxygène et riche en dioxyde de carbone (CO2) depuis le ventricule droit du 

cœur jusqu'aux poumons. 

CIRCULATION SYSTÉMIQUE 
Ganglion lymphatique 

Veine sous-davière 

Valvule 

Vaisseau lymphatique 

Ganglion lymphatique 

Capillaires lymphatiques 

CIRCULATION PULMONAIRE 

Capillaires lymphatiques 

Capiaaires sanguins 

Capillaires sanguins 

Figure 3 : Relation entre les circulations sanguines et lymphatiques. Les flèches indiquent le sens de 
circulation du sang (rouge : riche en O2, bleu : pauvre en O2) et de la lymphe (vert). Tiré de (19). 

De retour au cœur, le sang riche en O2 provenant des poumons est propulsé 

par le ventricule gauche dans la circulation systémique et sera conduit jusqu'aux 

organes par les vaisseaux sanguins. Ils sont divisés en trois grandes 

catégories distinctes : les artères, les capillaires et les veines. Leurs propriétés 



respectives ne seront pas détaillées dans ce texte. Il faut cependant noter que toutes 

les structures vasculaires voient leur lumière tapissée d'un endothelium aux multiples 

propriétés. Ce tissu atteint chez un adulte une masse d'environ 110 g mais recouvre 

une surface de plus de 350 m2 (20). Il est activement impliqué dans plusieurs 

fonctions vitales du système cardio-vasculaire comme la régulation de la perfusion, 

des échanges de fluides et de soluté, de l'hémostasie et de la coagulation, de la 

réponse inflammatoire. 

Le compartiment qui nous intéresse est celui de la microcirculation. Il est 

divisé en 3 sections aux structures et aux fonctions différentes: les arterioles, les 

capillaires et les veinules (21). Les premières, entourées de cellules musculaires 

lisses, régulent localement la perfusion sanguine des tissus environnants. Les 

capillaires, dont la paroi est très fine, assurent les échanges entre le sang et les tissus. 

Les veinules, dont l'organisation est généralement similaire à celle des arterioles, 

drainent le sang provenant des capillaires et le retournent vers le cœur. 

Le système lymphatique est avant tout un réseau vasculaire de capillaires 

lymphatiques qui drainent les fluides, molécules et cellules depuis les espaces 

interstitiels jusqu'aux vaisseaux collecteurs (22, 23). Contrairement aux petits 

vaisseaux collecteurs, les vaisseaux collecteurs lymphatiques plus larges sont 

entourés d'une tunique contractile de cellules musculaires lisses, d'une adventice, 

d'une membrane basale et munis de valves, comme les veines dans la circulation 

sanguine, pour prévenir le reflux de la lymphe (24-26). 

La lymphe rejoint la circulation veineuse à la base du cou, à la jonction entre 

les plus grands vaisseaux collecteurs de l'organisme, le canal thoracique et le canal 

lymphatique droit, et respectivement la veine sous-clavière gauche et droite (17) 

(Figure 3). 

En plus de ses structures vasculaires, le système lymphatique comprend des 

tissus lymphoïdes organisés, comme les ganglions lymphatiques, les amygdales, la 

rate, le thymus, les plaques de Peyer au niveau des intestins et des tissus lymphoïdes 

diffus, dans les poumons, le foie et une partie de la moelle osseuse (18, 27). Ces 
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organes lymphoïdes jouent un rôle dans la réponse immunitaire de l'organisme. Les 

antigènes étrangers sont concentrés par les cellules dendritiques et présentés aux 

lymphocytes dans ces tissus spécialisés, conduisant à une réponse immunitaire 

adéquate (28). Il est intéressant de remarquer que les lymphocytes circulent entre les 

réseaux vasculaires sanguins et lymphatiques. Les lymphocytes circulant dans la 

lymphe entrent dans les ganglions lymphatiques via les vaisseaux lymphatiques 

afférents alors que les lymphocytes circulant dans le sang accèdent aux ganglions 

lymphatiques en passant à travers la paroi de veinules post-capillaires. Ils retournent 

finalement à la circulation sanguine lorsque la lymphe se déverse dans le sang au 

niveau du canal thoracique. 

Dans la communauté scientifique des années 1950/1960, il existait un débat 

concernant la possible existence de communications diffuses entre le système 

lymphatique et le système veineux (29-32). En 1958, Patterson et son équipe ont 

injecté de l'albumine radioactive dans un vaisseau lymphatique de la patte d'un chien 

et ont quantifié à différents intervalles la concentration en albumine radioactive dans 

le canal thoracique lymphatique et dans le sang (33). Selon eux, moins de 3% de 

l'albumine injectée rejoint la circulation sanguine par une voie autre que 

l'anastomose du système lymphatique et veineux au niveau du canal thoracique. Les 

résultats de cette expérience font penser que le seul lien fonctionnel entre ces deux 

systèmes se situe à la jonction du canal thoracique et des veines sous-clavières. 

À l'inverse du système vasculaire sanguin, la vasculature lymphatique n'est 

pas incluse dans un système circulatoire. En effet, la lymphe est transportée de façon 

unidirectionnelle des tissus vers la circulation sanguine (34). Contrairement aux 

vertébrés inférieurs, les mammifères ne possèdent pas de cœur spécialisé dans la mise 

en circulation de la lymphe (35). Chez l'homme, l'énergie nécessaire pour assurer le 

déplacement unidirectionnel de la lymphe dans le système lymphatique a deux 

origines (36, 37). La contractilité intrinsèque, ou active, est générée par la contraction 

spontanée des muscles lymphatiques. Elle a pour origine les contractions rythmées, 

coordonnées et rapides de la tunique de cellules musculaires lisses qui entoure les 

vaisseaux lymphatiques (38-40). De ces contractions résulte une réduction du 



diamètre de la lumière du vaisseau, une diminution de la compliance lymphatique, 

une augmentation locale de la pression, la fermeture des valves en amont, l'ouverture 

de celles en aval et enfin l'éjection de la lymphe dans le lymphangion suivant. La 

contractilité extrinsèque, ou passive, provient des forces et pressions exercées par la 

formation de la lymphe, les pulsations artérielles, la contraction des muscles 

squelettiques adjacents, le péristaltisme gastro-intestinal et les mouvements 

respiratoires (41). La contractilité extrinsèque semble être le mécanisme prédominant 

de mise en mouvement de la lymphe pour les vaisseaux lymphatiques du cœur, des 

muscles squelettiques, du thorax et de la paroi intestinale, alors que la contractilité 

intrinsèque est essentielle pour tous les autres lits lymphatiques. 

Bien que le système lymphatique et le système sanguin soient généralement 

complémentaires dans les tissus (Figure 4), la densité du plexus lymphatique n'est 

pas toujours aussi importante que celle du plexus sanguin. Il n'y a pas de capillaire 

lymphatique dans le système nerveux central, la moelle épinière et dans les tissus 

avasculaires comme la cornée, l'épiderme et les cartilages. 

Capillaire 
lymphatique 

Tissu 

Espace 
interstitiel 

Veinule 

Vaisseau 
lymphatique 

Figure 4 : Représentation schématique de l'interrelation et de la complémentarité entre les plexus 
sanguins et lymphatiques dans un tissu interstitiel. Les flèches indiquent la collecte par les capillaires 
lymphatiques borgnes des fluides et molécules extravasasées des capillaires sanguins. Adapté de (18). 

Les vaisseaux lymphatiques ne pénètrent pas aussi profondément dans 

certains organes que les vaisseaux sanguins (35). Ainsi, les capillaires lymphatiques 

sont uniquement situés à la périphérie des organes lobulaires comme le foie ou les 

glandes mammaires. Dans les muscles striés squelettiques, ils sont confinés dans le 
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fascia. Les tissus en contact avec l'environnement extérieur comme la muqueuse 

gastro-intestinale, le tractus respiratoire ou la peau sont plus exposés aux infections ; 

ils sont particulièrement riches en réseau lymphatique (35). 

Les systèmes vasculaires sanguins et lymphatiques sont intimement 

connectés. En effet, le liquide interstitiel provenant de la filtration du plasma par les 

capillaires sanguins est collecté par les capillaires lymphatiques avant d'être retourné 

à la circulation sanguine générale au niveau de l'anastomose entre le canal thoracique 

et les veines sous-clavières droites et gauches. Cependant, alors que le système 

vasculaire sanguin est très bien étudié, le système lymphatique reste comparativement 

très peu connu. Cela est dû au fait que les chercheurs ne disposaient que de très peu 

d'outils spécifiques pour étudier le réseau endothelial lymphatique. Des découvertes 

récentes de marqueurs spécifiques offrent désormais la possibilité d'isoler plus 

facilement des populations pures de cellules endothéliales lymphatiques, et donc 

d'étudier la biologie lymphatique plus en détail, tant in vitro qu'/'« vivo (42, 43). 

1.2.2. Structures des capillaires 

Les capillaires sanguins mesurent en moyenne 200 à 500 pm de long, leur 

diamètre est de 5 à 10 pm et l'épaisseur de leur paroi est d'environ 0,5 pm (44, 45). Il 

est important de rappeler que les globules rouges ont un diamètre de 7,5 pm. Les 

contacts entre hématies et paroi endothéliale sont donc étroits. D'un point de vue 

histologique, les capillaires sont composés d'un mince endothelium reposant en 

monocouche sur une membrane basale composée principalement de collagène de type 

IV, de laminines, de nidogènes et de proteoglycans comme le perlecan (46). 
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Nidogène 

Figure 5 : Interactions des principaux composants de la membrane basale des capillaires. Tiré de (47). 

Dans les tissus adultes, la membrane basale forme un feuillet protéique 

continu de 50 nm d'épaisseur (Figure 5) qui fournit un support physique à l'adhésion 

des cellules endothéliales et à la séparation des différents compartiments (47). La 

membrane basale intervient aussi dans la fonction de barrière des capillaires en 

limitant le mouvement des molécules chargées ou de haut poids moléculaire et des 

cellules comme les leucocytes (48) ou les cellules tumorales métastatiques (49). 

Les interactions des cellules endothéliales avec les différents composants de la 

membrane basale jouent un rôle important dans le maintien de l'intégrité de la paroi 

vasculaire et le contrôle de la perméabilité des capillaires. Il semble que durant le 

développement cette membrane fournisse des informations spatiales pour aider à la 

prolifération, la migration et la maturation des cellules endothéliales. 

Les capillaires et les veinules post-capillaires ne sont matures que lorsqu'ils 

co-localisent avec un autre type cellulaire : les pericytes. Ces cellules sont accolées à 

la surface abluminale des cellules endothéliales, intégrées dans un carcan de 

membrane basale sécrétée en partie par elles-mêmes (50). La perméabilité vasculaire 

est augmentée par la discontinuité de ce recouvrement par les pericytes. Ils ont un 

noyau rond et proéminent (Figure 6) et de nombreux prolongements qui entourent la 

surface abluminale du capillaire. 
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Figure 6 : Microscopie électronique à balayage d'un pericyte recouvrant la surface d'un capillaire. 
Notez le noyau arrondi (N), les prolongements de premier ordre (1°), parallèles à l'axe du capillaire, 
les prolongements de deuxième ordre (2°) encerclant le capillaire à angle droit par rapport à ceux du 
premier ordre, et enfin les prolongements de troisième ordre (3°) qui rayonnent à partir des 2°. Les 
flèches indiquent la surface abluminale des cellules endothéliales. Tiré de (51) d'après les travaux de 
Buchanan et Wagner. 

Ils jouent un rôle important dans la fonctionnalité des capillaires (51, 52). Par 

exemple, d'un point de vue architectural, ils supportent et stabilisent les capillaires 

(53). Ce serait particulièrement le cas dans les veinules post-capillaires pour éviter 

leur collapsus à cause de la faible pression sanguine dans ce compartiment. Leur 

morphologie, leur positionnement autour et le long des capillaires et leur contenu 

riche en fibres d'actine suggèrent que les pericytes sont des cellules contractiles 

impliquées dans la régulation locale du flux sanguin du lit capillaire (54, 55). 

Les interactions cellules-cellules, cellules-membrane basale et les facteurs 

solubles sécrétés par les tissus environnants influencent le développement de 

capillaires aux phénotypes différents (56, 57). Ces phénotypes sont classés par 

rapport à la morphologie des capillaires, corrélée à leur perméabilité. Il en existe trois 

types dans l'organisme adulte (Tableau 1). 

Les capillaires continus, abondants dans la peau et les muscles lisses et 

squelettiques, sont les plus répandus dans l'organisme. Les cellules endothéliales 

forment un revêtement uni et ininterrompu à la perméabilité très sélective. Les 

membranes luminales et abluminales des cellules endothéliales fusionnent 

uniquement aux jonctions serrées. C'est par ces jonctions que se réalisent les 

échanges d'eau, de glucose, d'urée et d'autres molécules hydrophiles. Par 
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conséquent, la structure des jonctions serrées est le déterminant majeur de la 

perméabilité vasculaire dans les capillaires continus, comme par exemple dans la 

microcirculation cérébrale (58). 

1 

Phénotype 
Organes Fonctions 

Continu 

Barrière hémato-
Is Système nerveux central, peau, encéphalique, circulation 

ganglions lymphatiques, muscles des lymphocytes, échanges 
métaboliques 

Fenestra 

Glandes endocrines, tractus 
gastro-intestinal, plexus 

choroïde, glomérules rénaux 

Foie, moelle osseuse, rate 

Sécrétion, absorption, 
filtration 

Échanges de particules, 
hématopoïèse, filtration des 

cellules sanguines 

Tableau 1 : Les différents phénotypes de capillaires sanguins, leur distribution et leurs fonctions (mb : 
membrane basale,/? : jonctions serrées,/: fenêtres,/» : pores). Adapté de (20). 

Les capillaires fenestrés se retrouvent dans les organes ou tissus impliqués 

dans la filtration, la sécrétion et l'absorption comme les reins, les glandes endocrines 

et l'intestin grêle (59). Ils sont plus perméables que les capillaires continus, à l'eau et 

aux molécules hydrophiles et de faible poids moléculaire, car leur endothelium est 

percé de pores ovales, ou fenestrations, de 50 à 60 nm de diamètre reposant sur une 

membrane, ou diaphragme, très mince (7 nm) (60). Dans le cas du rein, il semble que 

la sécrétion de VEGF, autrefois dénommé VPF pour vascular permeability factor, par 

les podocytes soit responsable de la perméabilisasion de l'endothélium des 

glomérules rénaux (61-63). 

Les capillaires sinusoïdes, ou discontinus, se situent dans le foie, la moelle 

osseuse et la rate. Leur diamètre est plus grand que celui des autres types de 

capillaires, leur lumière est irrégulière, la membrane basale est incomplète voire 
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absente et l'endothélium est troué par des pores de 80 à 200 nm de diamètre (64). Ces 

pores subissent des changements dynamiques sous le contrôle du cytosquelette 

d'actine des cellules endothéliales hépatiques (65). Leur perméabilité est très élevée, 

tant pour les grosses molécules que pour les cellules sanguines qui peuvent donc 

passer du sang aux tissus environnants et vice versa. En effet, dans ce type de 

capillaire, l'absence de membrane basale et les larges pores de l'endothélium 

concourent à l'absence de fonction de barrière de l'endothélium (66). Les composants 

moléculaires du plasma et les cellules baignent directement les cellules du 

parenchyme hépatique. 

Il est intéressant de noter que les phénotypes des cellules endothéliales sont 

réversibles. En effet, des cellules endothéliales cultivées en présence de matrice 

extracellulaire sécrétée par une lignée épithéliale rénale formeront des fenestrations 

(67). De même, in vivo, elles acquièrent la morphologie des cellules endothéliales 

locales lorsqu'elles sont transplantées à un autre endroit dans l'organisme (67, 68). 

Les capillaires sanguins et lymphatiques forment chacun un réseau de tubes 

tapissés d'un endothelium continu, cependant, leur fonction et donc leur structure 

diffèrent sur plusieurs aspects. Les observations suivantes proviennent de la synthèse 

de plusieurs études et revues (69-72). 

La lumière des capillaires lymphatiques est large, irrégulière et aplatie par 

rapport à celles de capillaires sanguins. Ainsi, dans la peau et plus précisément dans 

le derme papillaire, le diamètre externe des capillaires sanguins est généralement 

compris entre 17 et 22 pm alors que le diamètre des capillaires lymphatiques peut 

atteindre 60 pm (73). 

Contrairement aux capillaires sanguins, les capillaires lymphatiques ne sont 

pas stabilisés par des pericytes, leur membrane basale est incomplète voire inexistante 

et le cytoplasme des cellules qui composent l'endothélium lymphatique est très 

mince, excepté autour du noyau (74). 

Les molécules d'adhésion cellulaire Vascular cell adhesion molecule-1 
(VCAM-1), Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) et E-sélectine, 

communément exprimées dans l'endothélium vasculaire ne sont pas exprimées par 

l'endothélium lymphatique (75). Les rares molécules d'adhésion exprimées le sont 
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localement, en des points focaux, et non de façon continue sur toute la surface de la 

membrane. Les jonctions intercellulaires sont constituées par le chevauchement des 

membranes des cellules adjacentes, créant ainsi des fentes le long des capillaires 

lymphatiques. Toutes ces caractéristiques concourent à rendre l'endothélium 

lymphatique plus lâche que l'endothélium sanguin. 

L'extrémité de ces capillaires, qui se terminent en cul-de-sac, est ouverte pour 

laisser entrer facilement les fluides et particules du milieu interstitiel. 

Les cellules endothéliales lymphatiques sont intimement liées aux fibres de 

collagène du tissu adjacent par des microfibrilles de 40 à 110 Â de largeur, 

individuelles ou en faisceaux, riches en groupements disulfides (76-78). Ces 

filaments d'ancrage sont attachés à la membrane abluminale des cellules et se lient 

aux fibres de collagène et au réseau de fibres élastiques du tissu conjonctif 

environnant (Figure 7). La taille et la forme de la lumière du capillaire dépendent de 

la pression interstitielle dans le tissu (71). Lorsqu'elle augmente, à cause de l'arrivée 

de fluides dans le tissu par exemple, les fibres se tendent et augmentent la taille du 

lumen. Les jonctions intercellulaires qui jusque là se chevauchaient, s'ouvrent, 

formant des canaux intercellulaires, et facilitent le passage des fluides et des 

macromolécules vers l'intérieur du capillaire. 

Collagène et 
fibres d'élastine 

Filaments d'ancrage 

Augmentation de la 
pression interstitielle 

Figure 7 : Représentation de la structure d'un capillaire lymphatique en fonction de la pression 
interstitielle. Adapté de (72). 

D'un point de vue morphologique, les différences entre les capillaires 

sanguins et lymphatiques sont résumées dans le Tableau 2. 
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Capillaires sanguins Capillaires lymphatiques 

Lumière Régulière, étroite Irrégulière, large 

Cytoplasme Abondant Peu 

Valves -

Jonctions cellulaires Serrées Lâches 

Invaginations membranaiies 
et vésicules cytoplasmiques Peu nombreuses Abondantes 

Membrane basale Présente Souvent absente 

Pericytes ♦ -

Filaments d'ancrage - + 

Sang + 

Tableau 2 : Différences morphologiques entre les capillaires lymphatiques et les capillaires sanguins. 
Adapté de (79), d'après les données de (80-82). 

Du point de vue du microenvironnement, les microvasculatures capillaires et 

lymphatiques sont constamment soumises à des contraintes d'écoulement provenant 

des fluides qu'elles transportent. L'endothélium des capillaires sanguins subit des 

forces de cisaillement sur la face luminale des cellules mais ne subit peu ou pas du 

tout de flux trans-endothélial puisque le capillaire est peu perméable et que de 

nombreuses jonctions serrées lient les cellules, particulièrement dans le cas des 

capillaires continus. Au contraire, l'endothélium des capillaires lymphatiques est 

exposé à un flux de liquide interstitiel intercellulaire car il est très perméable et que 

ses jonctions intercellulaires sont lâches (82). 

D'un point de vue génomique, des analyses sur des micropuces ont montré 

qu'environ 300 gènes étaient différentiellement exprimés entre les cellules 

endothéliales sanguines et lymphatiques, la plupart sous le contrôle du facteur de 

transcription Prospero-related homeobox 1 (PROX-1), spécifiquement exprimé dans 

les cellules lymphatiques (83). 
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1.2.3. Fonctions d'échanges 

Les paramètres physiques au sein des capillaires sanguins en font un 

compartiment bien à part dans le système circulatoire général (Figure 8). Du fait de la 

grande section transversale offerte par les capillaires, la vitesse du flux et la pression 

sanguine sont très basses, facilitant ainsi les échanges de substances par diffusion 

entre le plasma et le milieu interstitiel. 

Presson sanguine 
(mmHg) 

Vitesse 
(cm sec) 
Ane totale 

(cm*)! 

Artères Arterioles Capillaires Veinules 

Figure 8 : Paramètres physiques dans les différents compartiments du système circulatoire sanguin. 
Adapté de (84). 

Les lois biophysiques régissant le transport des fluides et des solutés à travers 

l'endothélium ne seront pas abordées dans ce chapitre mais peuvent être consultées à 

partir d'autres sources (85). 

Vaisseau 
lymphatique 

collecteur 

Capillaire sanguin Capillaire lymphatique 

Figure 9 : Complémentarité fonctionnelle entre les systèmes sanguins et lymphatiques. La structure des 
capillaires lymphatiques est adaptée à la collecte des fluides, des lipides, des macromolécules et des 
cellules du milieu interstitiel, extravasasés de la circulation sanguine. Adapté de (86). 
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La microcirculation assure non seulement l'approvisionnement des tissus en 

nutriments et la collecte de leurs déchets métaboliques, mais elle joue aussi un rôle 

important dans les échanges liquidiens entre le sang, les tissus et la lymphe, le 

transport des hormones depuis les glandes qui les produisent jusqu'aux cellules 

cibles, la continuité entre les organes de synthèse ou de stockage de molécules et 

enfin, elle constitue une ligne de défense contre les agents pathogènes (85). Afin 

d'assurer toutes ces fonctions, les microvasculatures sanguines et lymphatiques 

interagissent, échangent et se complètent (Figure 9). 

Les échanges des gaz respiratoires et des nutriments/déchets métaboliques 

sont régis par la diffusion. La diffusion se fait toujours selon un gradient de 

concentration, du compartiment le plus concentré vers le compartiment le moins 

concentré. L'oxygène et les nutriments sortent du compartiment sanguin pour 

atteindre les cellules des tissus environnants alors que le CO2 et les déchets 

métaboliques suivent le chemin inverse. 

En 1896, Starling a démontré que les échanges liquidiens à travers la paroi des 

capillaires sont déterminés par la balance des pressions hydrostatiques et colloïdales 

du plasma et du tissu interstitiel (87). La perméabilité capillaire, influencée 

indirectement par l'oxyde nitrique, module aussi les échanges de fluides et de solutés 

dans la microcirculation sanguine (88). Le réseau lymphatique assure le maintien de 

l'homéostasie des fluides au sein de l'organisme. Ainsi, les protéines, les solutés et 

l'eau extravasasés des capillaires sanguins et présents dans le milieu interstitiel sont 

captés par les capillaires lymphatiques et transportés jusqu'à la circulation sanguine 

générale (22). 

Les capillaires lymphatiques jouent aussi un rôle majeur dans l'absorption et 

le transport des graisses alimentaires, sécrétées sous forme de micelles lipidiques, ou 

chylomicrons, par les entérocytes. Ainsi, plus de 90% des lipides alimentaires sont 

absorbés au niveau de l'intestin par ce mécanisme (86). 

Le retour dans la circulation sanguine des fluides et des molécules 

extravasasées est d'une importance cruciale pour le maintien du volume plasmatique 
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et pour prévenir l'augmentation de la pression interstitielle et la formation d'œdèmes 

(89). De plus, la clairance adéquate des fluides interstitiels assure la nutrition 

optimale des cellules en conservant une distance minimale entre celles-ci et les 

capillaires. 

La notion de fonction d'échange des capillaires inclut aussi les cellules. Ainsi, 

les cellules du système immunitaire circulent dans les capillaires et migrent à travers 

leur paroi. Le phénomène de transmigration endothéliale de ces cellules lors du 

processus inflammatoire, ou diapédèse, implique le roulement des leucocytes sur 

l'endothélium, puis leur adhésion, leur migration à travers celui-ci et finalement leur 

déplacement jusqu'au site de l'inflammation (90). Les lymphocytes et les cellules 

dendritiques présentatrices d'antigènes migrent des tissus vers les capillaires 

lymphatiques, puis sont transportés par la lymphe jusqu'aux ganglions lymphatiques 

où les réponses immunitaires cellulaires adaptées seront initiées (91). Enfin, les 

cellules cancéreuses peuvent aussi transiter par les capillaires, lymphatiques ou 

sanguins, lors du processus métastatique (92). 

1.3. Mise en place du réseau capillaire 

1.3.1. Développement embryonnaire 

1.3.1.1. Vasculogenèse 

Le système cardiovasculaire est le premier système à se développer lors de 

l'embryogenèse des vertébrés. C'est au cours de la 3eme semaine de développement 

que prend place le processus de vasculogenèse, première étape de la formation des 

vaisseaux (Figure 10). Ce processus est bien documenté dans plusieurs revues à ce 

sujet (93-95). 

Brièvement, au sein de l'embryon, des cellules mésenchymateuses se 

différencient en hémangioblaste sous l'action du fibroblast growth factor-2 (FGF-2) 

via la signalisation de la protéine kinase C (96). Un hémangioblaste est une cellule à 

double polarité qui se retrouve aussi bien à l'état embryonnaire qu'à l'état adulte (97, 

98). D'un côté il est capable de se différencier en angioblastes, ou précurseurs de 

cellules endothéliales. D'un autre côté, il est à l'origine des cellules souches 



20 

hématopoïétiques, qui donneront par la suite les différentes lignées cellulaires 

sanguines circulantes comme les globules rouges et blancs et les plaquettes. Les 

hémangioblastes migrent dans le sac vitellin et se différencient au sein d'îlots 

sanguins en angioblastes et cellules souches hématopoïétiques. Les cellules 

endothéliales primitives sont situées sur le pourtour de ces îlots alors que les 

précurseurs des cellules hématopoïétiques sont au centre. Suite à l'action paracrine du 

VEGF sécrété par l'endoderme (99, 100), ces îlots vont fusionner et créer des tubes 

tapissés de cellules endothéliales. Ce réseau vasculaire forme le plexus capillaire 

primitif. 

Formation du mésoderme 

i 
cLÇa* Hémangioblastes 

J, Formation des flots sanguins 

Cellules / ? ( ^ v \ 
-"±fcjS )j Cellules endothéliales hématopoïétiques 

Plexus capillaire primitif 

Figure 10 : Schéma du processus de vasculogenèse lors de l'embryogenèse. Adapté de (101). 

1.3.1.2. Lymphangiogenèse 

Au début du XXème siècle, Sabin suggère que des sacs lymphatiques initiaux 

émergent des veines embryonnaires par bourgeonnement, et que ces cellules 

lymphatiques primitives se dispersent dans le corps pour former le réseau 

lymphatique (102, 103). Plusieurs marqueurs spécifiques des cellules endothéliales 

lymphatiques comme le VEGFR-3, le LYVE-1 et le facteur de transcription PROX-1 

sont effectivement exprimés par les cellules endothéliales qui composent le sac 

lymphatique bourgeonnant chez les embryons de souris (28, 104-106). L'analyse de 

modèles de souris génétiquement modifiées a conduit à décrire les différentes étapes 

du développement lymphatique embryonnaire au cours duquel une sous-population 
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de cellules endothéliales embryonnaires veineuses subit une différenciation 

lymphatique (107-109). Le processus de lymphangiogenèse embryonnaire est décrit à 

la 

Figure 11. Il se déroule en quatre étapes distinctes : la compétence, l'engagement, la 

spécification et la maturation lymphatique (110). 

Veine 
embryonnaire 

JG 9,0-9,5 

ft Progéniteurs des CEL 

Engagement 
lymphatique 
JG 9.0-10.5 

CEL(PROX-r) 

Bourgeonnemei 
des CEL 

JG 10,5-12.5 

Signal 
VEGF-C 

Bourgeonnement 
des CEL 

Signaux S % f ^ \ 
Syk/SLP-76 V . - y v / . ' 

Formation des sacs 
lymphatiques primaires 

JG 12,5-14,5 

Ang-2.Foxc2, 
NRP2, Podoplanine. 

EphiineB2 

Remodelage et 
maturation du 

pleins lymphatique 
JG 14,5-postnatal 

Figure 11 : Schéma du processus de développement de la vasculature lymphatique chez les 
mammifères. Rapidement lors du développement embryonnaire de la souris (Jour de gestation (JG) 
9,0-9,5), PROX-1 commence à être exprimé dans les progéniteurs des cellules endothéliales 
lymphatiques (CEL), situés dans la veine cardinale antérieure. Suite à l'expression de ce facteur de 
transcription, les progéniteurs acquièrent un phénotype endothelial lymphatique et bourgeonnent de 
façon polarisée. Ce bourgeonnement, dépendant d'un signal VEGF-C provenant du 
microenvironnement mésenchymateux, mène à la formation des sacs lymphatiques primaires. Au cours 
de ce processus, les systèmes veineux et lymphatiques sont séparés par un mécanisme qui implique la 
voie de signalisation Syk/SLP-76. Le bourgeonnement des LEC est ensuite initié. Enfin, la maturation 
des vaisseaux lymphatiques et leur remodelage interviennent d'une manière progressive, conduisant à 
la formation d'un réseau lymphatique complet. Adapté de (22). 
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La compétence lymphatique correspond au stade où toutes les cellules 

endothéliales de la veine cardinale embryonnaire possèdent le potentiel de répondre à 

un signal encore inconnu qui induit la différenciation lymphatique. Suite à ce signal 

émis par le microenvironnement mésenchymateux, une sous-population de ces 

cellules endothéliales compétentes commence à exprimer le facteur de transcription 

PROX-1 : c'est l'engagement lymphatique (111). Les précurseurs des cellules 

endothéliales lymphatiques vont progressivement se différencier au cours de la phase 

de spécification et exprimer des marqueurs de cellules endothéliales lymphatiques 

comme la podoplanine. Parallèlement, l'expression de marqueurs de cellules 

endothéliales vasculaires comme le CD34, la laminine et le collagène de type IV vont 

diminuer (106, 112). Enfin, les précurseurs vont migrer dans le milieu environnant et 

s'assembler en sacs lymphatiques primaires. La phase de maturation commence dès 

que des cellules endothéliales lymphatiques bourgeonnent de ces sacs primaires et se 

répandent dans l'embryon. L'organisation et la maturation du plexus capillaire 

lymphatique s'achèvent quelques jours après la naissance. Peu après celle-ci, le 

réseau lymphatique mature exprime le profil complet des marqueurs lymphatiques 

retrouvé chez l'adulte (107). 

1.3.2. Chez l'adulte : Angiogenèse et lymphangiogenèse 

1.3.2.1. Définition et processus 

Judas Folkman, considéré comme le père de l'angiogenèse, l'a définie en 

1971 comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 

préexistants (113). Cependant, ce fut August Krogh, prix Nobel de physiologie et de 

médecine en 1920, qui démontra dans sa thèse intitulée « Échanges respiratoires des 

animaux » qu'il existe une forte corrélation entre la densité des capillaires 

musculaires et les besoins en oxygène de diverses espèces (114). Il fut le premier à 

imaginer que l'angiogenèse est contrôlée par la demande métabolique en oxygène des 

tissus. 

La Figure 12 illustre les différents mécanismes d'angiogenèse. 
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Bourgeonnement 

Elongation 

Figure 12 : Représentation schématique des quatre mécanismes potentiels d'angiogenèse : le 
bourgeonnement, 1'intussusception, Pélongation et l'incorporation de progéniteurs endothéliaux 
circulants (PEC). Les cellules endothéliales quiescentes sont représentées en bleu, les prolifératives en 
rouges et les progéniteurs endothéliaux circulants en jaune clair. Adapté de (115). 

L'angiogenèse par bourgeonnement est caractérisée par plusieurs étapes 

impliquant principalement l'endothélium des capillaires (Figure 13). 

Figure 13 : Schéma du processus d'angiogenèse par bourgeonnement. 1) U hypoxia-inducible factor-1 
(HIF-la) est synthétisé par des cellules en hypoxic II active la transcription et la sécrétion du VEGF. 
2) Le VEGF se lie à son récepteur (VEGFR) à la surface des cellules endothéliales des capillaires 
environnants. 3) La perméabilité vasculaire augmente. 4) Une cellule endothéliale « éclaireuse » (tip 
cell en anglais) commence à digérer la membrane basale du capillaire. 5) Les cellules endothéliales 
prolifèrent derrière elle. 6) Les cellules endothéliales à la pointe du bourgeon migrent vers l'origine du 
stimulus en sécrétant des métalloprotéinases (MMP) qui digèrent la matrice extracellulaire 
environnante. Tiré de (116). 
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Ce processus est particulièrement bien décrit et développé dans plusieurs 

livres et revues (13, 117-119). Brièvement, lors de la phase d'initiation, les cellules 

endothéliales répondent à des facteurs de croissance comme le VEGF, libérés 

localement par des cellules en hypoxie (120). L'interaction du VEGF avec son 

récepteur sur la surface de l'endothélium induit la surexpression de proteinases 

extracellulaires (121, 122). Celles-ci vont digérer la membrane basale sous-jacente. 

La lame basale des capillaires est elle-même un réservoir de facteurs de croissance 

puisqu'elle a une grande affinité pour le VEGF et le FGF-2 par exemple (123). Les 

cellules endothéliales vont ensuite migrer et proliférer vers l'origine du stimulus à 

travers la membrane basale et la matrice extracellulaire adjacente digérées par les 

proteinases. Elles s'organiseront finalement sous forme de capillaire, déposeront une 

nouvelle membrane basale et recruteront des cellules murales comme les pericytes 

pour maintenir leur architecture. 

La croissance microvasculaire par intussusception a été décrite pour la 

première fois en 1986 par Caduff et ses collègues lors du développement post-natal 

du réseau capillaire pulmonaire (124). Au cours de la troisième semaine de vie des 

rats et lors des deux premières années de vie des humains, la microvasculature 

pulmonaire est très largement remodelée, au même titre que la structure des poumons 

elle-même. Au cours de cette période, le volume pulmonaire augmente de plus de 20 

fois chez le rat, et le volume capillaire de plus de 35 fois (125). Lors de son étude par 

microscopie électronique, Caduff a observé la séparation longitudinale de la lumière 

des capillaires en deux par la formation d'un pilier tissulaire formé par des cellules 

endothéliales opposées migrant les unes vers les autres. 

Étant donné que le processus d'angiogenèse dépend à l'origine de la 

prolifération cellulaire pour pallier un manque d'irrigation, il peut être relativement 

long à se mettre en place. Le délai de mise en place de 1'intussusception est de 

quelques minutes à quelques heures, elle assure donc l'expansion rapide du réseau 

capillaire. Le phénomène d'intussusception a été découvert dans le poumon, mais il 

intervient probablement dans le développement de nombreux lits capillaires, 

cependant, les mécanismes impliqués dans son contrôle et sa régulation restent très 

mal caractérisés (126). 
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Le processus d'élongation intervient dans les tissus soumis à un constant 

remodelage de leur microvasculature en réponse à des demandes métaboliques 

variables des cellules environnantes. Il est aussi connu sous le nom de remodelage ou 

d'élagage (119). Une étude récente a démontré que le phénomène d'élongation est 

induit par la diminution des forces de cisaillements sur la paroi endothéliale lors 

d'une chute de pression au sein du réseau vasculaire (127). 

Une faible proportion de cellules mononucléaires circulantes a été identifiée 

comme étant des progéniteurs endothéliaux circulants ayant la capacité de 

s'incorporer dans les capillaires en croissance (128, 129). En effet, l'équipe 

d'Asahara a démontré que l'administration de VEGF in vivo recrute des précurseurs 

de cellules endothéliales de la moelle osseuse, augmente la densité de progéniteurs 

endothéliaux circulants et favorise la néovascularisation de la cornée. 

La maturation de ces capillaires nouvellement formés requiert le recrutement 

de cellules murales, la synthèse d'une matrice extracellulaire spécifique, à savoir une 

membrane basale, et la modification phénotypique de la paroi vasculaire pour 

répondre aux besoins de l'organe (130). 

Le processus de lymphangiogenèse chez l'adulte est beaucoup moins étudié 

que l'angiogenèse, principalement à cause du manque de marqueurs spécifiques aux 

cellules endothéliales lymphatiques. En effet, la recherche de marqueurs spécifiques 

et la mise au point de techniques d'analyse et d'imagerie in vivo ont été un véritable 

défi. Il reste donc jusqu'à aujourd'hui beaucoup de questions sans réponses, la plupart 

abordées par Jain en 2002 (131). Par exemple, quels sont les mécanismes 

moléculaires impliqués? Le développement tumoral nous apprend que le VEGF-C et 

le VEGF-D stimulent la lymphangiogenèse par l'activation de voies de signalisation 

induites par leur liaison à leur récepteur VEGFR-3 sur les cellules endothéliales 

lymphatiques. Il semblerait que le processus de lymphangiogenèse puisse impliquer 

des mécanismes identiques à ceux de l'angiogenèse comme 1'intussusception, le 

bourgeonnement ou l'intégration de précurseurs lymphatiques circulants. Une 

importante question reste l'identification du signal moléculaire ou mécanique qui 
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induit la lymphangiogenèse. Étant donné que les vaisseaux lymphatiques 

maintiennent la balance des fluides dans les tissus, l'augmentation de la pression 

hydrostatique pourrait être ce signal. 

1.3.2.2. Conditions physiologiques 

Contrairement à la plupart des lits vasculaires adultes qui conservent une 

structure et une fonction quiescente tout au long de la vie, l'utérus, et plus 

particulièrement l'endomètre, subissent cycliquement une angiogenèse physiologique 

(115, 132). En effet, l'angiogenèse normale intervient au cours de trois stades du 

cycle menstruel : tout d'abord lors de la réparation du lit vasculaire suite aux 

menstruations (133), ensuite pendant la phase proliferative afin d'assurer la 

croissance rapide de la partie fonctionnelle de l'endomètre (134) et enfin lors de la 

phase secrétoire quand les arterioles en spirale grandissent et s'enroulent sous 

l'influence de la progestérone (135). 

À l'inverse, la lymphangiogenèse n'est pas stimulée lors du cycle menstruel. 

Au contraire, non seulement la densité de vaisseaux et capillaires lymphatiques n'est 

pas augmentée dans la partie fonctionnelle de l'endomètre au cours du cycle (136), 

mais en plus elle est quatre à cinq fois moins élevée que celle de la partie basale de 

l'endomètre (137). La réduction de la surveillance immunitaire qui en découle est 

contrebalancée par la perte de l'endomètre fonctionnel à chaque cycle, ce qui limite 

l'exposition à des pathogènes étrangers ou à des infections. 

D'autre part, l'angiogenèse se déroule régulièrement lors de chaque cycle de 

vie du cheveu, composés de 4 phases successives : la phase anagène, la phase 

catagène, la phase telogène et la phase de latence (138). Lors de la phase de pousse 

du cheveu (la phase anagène), les follicules pileux sont très vascularisés alors qu'au 

cours de la phase catagène, lorsque les kératinocytes du bulbe dégénèrent et meurent, 

la plupart des capillaires s'effondrent et disparaissent (139, 140). L'angiogenèse 

observée autour du follicule pileux lors de la phase anagène est accompagnée par la 

surexpression du VEGF par les cellules externes de la gaine de la racine (141). À 

l'inverse, la régression de ce réseau capillaire lors de la phase catagène est associée à 



27 

la diminution de l'expression du VEGF par ces mêmes cellules. La diminution de la 

vascularisation du follicule pileux lors de la transition anagène/catagène s'explique 

aussi par l'expression d'un inhibiteur de l'angiogenèse, la thrombospondine-1 (TSP-

1), par les cellules du follicule et de la papille dermique (142). 

Le processus d'angiogenèse est aussi observé lors d'un entraînement physique 

intense. Déjà démontré en 1967 chez le rat (143), Andersen et Henriksson ont montré 

en 1977 chez l'homme que l'entraînement cardio-vasculaire est un puissant stimulus 

de la prolifération capillaire dans le muscle strié squelettique (144). En effet, après 

des entraînements de 40 minutes par jour, 4 fois par semaine, pendant 8 semaines, ils 

ont noté une augmentation de 20% de la densité capillaire dans le quadriceps des 

sujets de l'étude (144). Ce type de résultat est aussi retrouvé chez l'homme par Ingjer 

en 1978 (145). Le VEGF pourrait être un des médiateurs de cette angiogenèse. En 

effet, il a été démontré que l'exercice physique induit chez l'homme une 

augmentation des ARNm du VEGF et de HIF-1B dans le muscle, corrélée à 

l'augmentation de la concentration plasmatique de lactate dans la veine fémorale 

(146). 

L'angiogenèse et la lymphangiogenèse participent activement à la réponse 

physiologique de l'organisme lors d'une blessure. Le processus de cicatrisation est 

habituellement découpé en trois phases : inflammatoire, proliferative puis remodelage 

(147). L'angiogenèse intervient principalement lors de la phase proliferative, environ 

4 jours après la lésion, mais ces découpages sont arbitraires, la cicatrisation étant un 

processus continu (148). Au cours de la réparation tissulaire, les macrophages, 

fibroblastes et cellules endothéliales interagissent spatialement et temporellement au 

site de la blessure (149). Les macrophages sécrètent des cytokines qui stimulent la 

prolifération fibroblastique et l'angiogenèse. Les fibroblastes synthétisent de la 

matrice extracellulaire informative qui supportera la migration et l'organisation des 

cellules endothéliales en capillaires. Ces capillaires sanguins apporteront aux autres 

types cellulaires l'oxygène et les nutriments indispensables à leur survie et à leur 

activité métabolique (150). Plus spécifiquement, la migration des cellules 
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endothéliales dans le site lésé est régulée par la matrice temporaire du tissu de 

granulation, riche en fibrine et fîbronectine. En effet, ces deux composants régulent 

positivement l'expression de l'intégrine avp3 dans les cellules de l'extrémité du 

bourgeonnement capillaire et favorisent leur migration (151, 152). La majorité des 

capillaires sanguins nouvellement formés dégénérera par apoptose lorsque le tissu de 

granulation provisoire sera remodelé en tissu cicatriciel riche en collagène. 

Lors d'une blessure cutanée, les nouveaux capillaires lymphatiques 

proviennent du bourgeonnement de capillaires plus larges situés dans la zone sous-

cutanée profonde et sur les marges de la plaie (153). La lymphangiogenèse suit, dans 

le temps et dans l'espace, le processus actif d'angiogenèse qui a lieu dans le derme et 

le tissu de granulation en formation (154, 155). De plus, la pression du liquide 

interstitiel est indispensable à l'organisation des cellules endothéliales lymphatiques 

en capillaires fonctionnels (156, 157). Il semble que les capillaires lymphatiques qui 

bourgeonnent au sein du tissu lésé jouent un rôle important dans le drainage des 

particules et des protéines. Ils seraient donc essentiels pour la réduction de l'œdème 

et la cicatrisation de la plaie. 

1.3.2.3. Conditions pathologiques : l'exemple du mélanome cutané 

L'angiogenèse est associée, soit par son défaut (Tableau 3) soit par son excès 

(Tableau 4), à de nombreuses maladies chez l'humain. 
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Organe Maladies 

Système nerveux Maladie d'Alzheimer, sclérose latérale amyotrophique, 
neuropathic diabétique, attaque 

Vaisseaux sanguins Athérosclérose, hypertension, diabète, resténose 

Système gastro-intestinal Ulcères gastriques ou oraux, maladie de Crohn 

Peau Alopécie, purpura cutané, télangiectasie 

Système reproducteur Pré-éclampsie, ménorragie 

Poumons Détresse respiratoire néonatale, fibrose pulmonaire, 
emphysème 

Reins Néphropathie 

Os Ostéoporose, défaut de guérison lors d'une fracture 

Tableau 3 : Maladies caractérisées ou causées par une déficience d'angiogenèse ou une régression 
vasculaire. Tiré de (118). 

Organe Maladies 

Nombreux organes Cancers, maladies infectieuses, désordres auto-immuns 

Vaisseaux sanguins Malformations vasculaires, syndrome de DiGeorge, hémangiome 
caverneux, télangiectasie hémorragique héréditaire 

Tissu adipeux Obésité 

Peau Psoriasis, verrues, dermatite allergique, cicatrice chéloïde, maladies à 
cloques, sarcome de Kaposi chez les patients atteint du SIDA 

Œil 

Poumons 

Intestins 

Appareil 
reproducteur 

Os, articulations 

ï Syndrome persistent d'hyperplasie du vitré, rétinopathie, 
neovascularisation choroïdale 

Hypertension pulmonaire primaire, asthme, polypes nasaux 

Maladie inflammatoire de l'intestin, ascites, adhésions péritonéales 

Endométriose, saignements utérins, kystes ovariens, hyperstimulation 
ovarienne 

■ M u M 
te, synovite, ostéomyélite, formation d'osteophytes 

Tableau 4 : Maladies caractérisées ou causées par une angiogenèse anormale ou excessive. Tiré de 
(118). 
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Seule l'angiogenèse pathologique associée au développement de cancers sera 

abordée dans cette partie. Nous traiterons d'un exemple particulièrement étudié : 

l'angiogenèse associée au développement du mélanome cutané. 

Le mélanome cutané est la conséquence d'une transformation maligne des 

melanocytes dans l'épidémie. Bien que ne représentant environ que 5% de tous les 

cancers de la peau, il en est la forme la plus grave. Environ 4 000 nouveaux cas de 

mélanomes sont diagnostiqués chaque année au Canada1. Toutes les données qui 

suivent sont extraites d'un rapport de VAmerican Cancer Society sur les différents 

types de cancers aux États-Unis en 2009 (158). Dans ce pays, mais la tendance est 

aussi constatée dans le reste du monde, les mélanomes cutanés ont une prévalence 

particulière dans la population blanche par rapport à la population afro-américaine 

puisqu'elle est dix fois plus élevée. L'incidence des mélanomes cutanés a 

régulièrement augmenté au cours des trente dernières années, particulièrement 

récemment chez les jeunes femmes blanches (augmentation de 3,8% depuis 1995 

dans la catégorie 15-34 ans). Ceci s'explique par les changements de comportements 

quant à l'exposition au soleil, devenue une activité récréative. Les facteurs de risques 

incluent l'historique familial, l'exposition solaire excessive, la sensibilité aux coups 

de soleil, l'utilisation des cabines de bronzage et les maladies supprimant le système 

immunitaire. S'ils sont détectés lors de la phase précoce du développement de la 

maladie, les mélanomes sont curables, la plupart du temps pas excision chirurgicale. 

Cependant ce type de cancer est particulièrement agressif et a une forte propension à 

métastaser dans le reste de l'organisme, principalement dans le foie et les os. La 

survie à 5 ans et 10 ans pour des patients atteints de mélanome est respectivement de 

91% et 90%. En effet, environ 80% des mélanomes sont diagnostiqués lors de la 

phase précoce de la maladie. Cependant, les patients dont le cancer a métastasé n'ont 

une survie à 5 ans que de 16%. Il est donc primordial d'améliorer la compréhension, 

la détection et le traitement de ce type de cancer. 

Les cellules cancéreuses sont capables de détourner des processus 

physiologiques à leur avantage. 

1 www.santepublique.gc.ca 

http://www.santepublique.gc.ca
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Ainsi, lors de l'angiogenèse tumorale, les cellules endothéliales répondent à 

un stimulus émis par les cellules cancéreuses en stress. L'émission de ce signal peut 

avoir différentes origines (159, 160). Il peut s'agir d'un stress métabolique comme 

une hypoxie, un faible pH ou une hypoglycémie ; un stress mécanique comme la 

pression générée par les cellules en prolifération ; une réponse immune/immunitaire 

si des cellules immunitaires ont infiltré le tissu ; ou des mutations génétiques touchant 

le contrôle de la production de facteurs pro-angiogéniques. 

Tout comme les capillaires normaux, les capillaires tumoraux se développent 

par bourgeonnement ou intussusception. Des précurseurs endothéliaux circulants, 

arrachés à la paroi vasculaire ou mobilisés dans la moelle osseuse, peuvent aussi 

contribuer à l'angiogenèse tumorale (161, 162). Les mécanismes cellulaires et 

moléculaires de l'angiogenèse tumorale sont particulièrement bien étudiés et décrits 

(118,163). 

Les capillaires tumoraux ont des caractéristiques morphologiques et 

fonctionnelles qui diffèrent de celles des capillaires normaux. La plupart des 

capillaires tumoraux ne sont pas associés à des pericytes et ne bénéficient donc pas de 

leurs propriétés contractiles pour répondre adéquatement aux besoins métaboliques 

des tissus environnants (164). La microvasculature tumorale est hautement 

désorganisée et ramifiée et ses capillaires sont tortueux, dilatés et possèdent un 

diamètre inégal (165). Les parois des capillaires ont de nombreuses ouvertures, des 

jonctions intercellulaires lâches, une membrane basale discontinue voire absente et 

des cellules endothéliales qui sont capables de proliférer les unes sur les autres (166, 

167). L'endothélium tumoral est donc hautement perméable. Enfin, l'endothélium des 

capillaires tumoraux n'est pas toujours formé d'une couche homogène de cellules 

endothéliales. En effet, il existe au sein des tumeurs des capillaires mosaïques décrits 

pour la première fois par Hammersen en 1985 (168). Les capillaires mosaïques sont 

des capillaires sanguins qui fournissent un apport sanguin à une tumeur dont la paroi 

est composée à la fois de cellules endothéliales et de cellules cancéreuses. Ce 

phénomène est rencontré dans plusieurs types de tumeurs agressives comme les 

mélanomes et le cancer du colon (169,170). 
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Le processus d'apparition des capillaires mosaïques reste peu clair, et 

plusieurs possibilités sont envisagées (171). Tout d'abord, il se peut que la migration 

et la prolifération endothéliale qui se produisent lors de la phase de croissance rapide 

des capillaires tumoraux ne soient pas suffisamment efficaces pour tapisser la totalité 

du nouveau capillaire, laissant des cellules cancéreuses exposées dans la lumière. 

Ensuite, des cellules endothéliales peuvent décrocher de l'endothélium, exposant 

ainsi les cellules cancéreuses sous-jacentes. Une autre possibilité est que des cellules 

cancéreuses migrent et envahissent l'endothélium. Enfin, il est envisagé que certaines 

cellules endothéliales perdent des marqueurs spécifiques lors de la progression 

tumorale et ne soient, par conséquent, plus détectées lors des analyses. 

Folkman a suggéré que l'incorporation de cellules cancéreuses dans les 

capillaires mosaïques pourrait augmenter la dispersion métastatique étant donné 

qu'elles sont directement en contact avec le flux sanguin (172). 

Les cellules cancéreuses agressives comme le sont celles des mélanomes sont 

capables de mimer des comportements d'autres types cellulaires, à savoir des cellules 

endothéliales, afin de promouvoir leur survie. En 1999, Andrew Maniotis et son 

équipe ont remarqué qu'/« vivo des cellules cancéreuses de mélanomes agressifs 

étaient capables de s'assembler pour former des canaux vasculaires, ou pseudo

capillaires, contenant des globules rouges (173). Ils ont nommé ce phénomène la 

pseudo-vasculogenèse. Il faut cependant noter, comme le remarquent McDonald et 

Jain en 2000 dans un commentaire passionné à propos de l'article de Maniotis publié 

dans le même journal (174), que la notion de cellules cancéreuses participant à la 

formation de vaisseaux sanguins intra-tumoraux existe depuis les années 40. Elle a 

été tout d'abord introduite par Willis dans son livre « Pathology of Tumors » (175), 

puis reprise et étoffée par de nombreux auteurs sans toutefois qu'ils la nomment 

pseudo-vasculogenèse (168, 176-178). 

Lors de ce processus, les cellules cancéreuses agressives forment des canaux 

assurant la perfusion de la tumeur indépendamment de l'angiogenèse tumorale et 

facilitant la dispersion métastatique. Dans cette même publication, Maniotis et ses 
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collaborateurs ont démontré que des cellules de mélanome uvéal agressif conservent, 

in vitro, la capacité de s'organiser en pseudo-capillaire dans un gel de collagène. 

Comme le montre la Figure 14, la structure des pseudo-capillaires diffère de 

celle des capillaires sanguins sur des aspects essentiels. Leur lumière n'est pas 

tapissée par des cellules endothéliales, mais est délimitée par une fine lame basale et 

bordée, à l'extérieur, par des cellules cancéreuses (173). Cette matrice extracellulaire, 

sécrétée par les cellules cancéreuses sus-jacentes, est positive à la coloration 

histologique à l'acide périodique de Schiff car elle est riche en mucopolysaccharides, 

glycoprotéines et autres glycolipides. 

Pseudo-capillaire Capillaire sanguin 

Globules rouges 

Cellules tumorales Cellules endothéliales 

Figure 14 : Comparaison de la structure d'un pseudo-capillaire à celle d'un capillaire sanguin. Les 
pseudo-capillaires, produits lors du processus de pseudo-vasculogenèse, sont tapissés à l'extérieur par 
des cellules cancéreuses alors que les capillaires sanguins sont tapissés à l'intérieur par des cellules 
endothéliales. Inspiré de (179). 

Ce phénomène n'est pas propre aux mélanomes agressifs. En effet, la pseudo-

vasculogenèse a été observée dans d'autres tumeurs agressives comme les cancers de 

la prostate, du sein ou gastro-intestinaux (180-182). De plus, il s'avère que dans le 

cas du cancer colorectal (183) ou des adénocarcinomes gastriques (184), la présence 

de pseudo-capillaires au sein de la tumeur joue un rôle d'indicateur de pronostic 

quant à la survie du patient. 

Il est intéressant de noter qu'il existe un type cellulaire autre que les cellules 

endothéliales capable, dans un contexte physiologique cette fois, de participer à 

l'établissement d'une microcirculation à l'intérieur de structures tabulaires. Il s'agit 

des cytotrophoblastes. Ces cellules, d'origine embryonnaire, sont directement 

impliquées dans les processus biologiques indispensables à l'établissement, au 
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maintien et au développement d'une grossesse que sont l'implantation du blastocyste 

dans la paroi utérine, la tolérance immunitaire de l'allogreffe, le développement et la 

croissance fœto-placentaire (185). Afin de fournir un approvisionnement sanguin 

adéquat à l'embryon en cours de développement, les cytotrophoblastes s'assemblent 

en structures tabulaires creuses et vont par la suite envahir les arterioles du 

myomètre, allant jusqu'à remplacer l'endothélium maternel, créant un système 

microvasculaire hybride (186, 187). Ces cellules sont capables, au cours de l'invasion 

de l'utérus, de transformer leur phénotype de récepteur d'adhésion cellulaire et 

expriment des marqueurs typiques des cellules endothéliales comme par exemple VE-

Cadherine, la E-Cadherine, et PECAM-1 (188) 

Une équipe chinoise a étudié en 2006 l'évolution de la microvasculature au 

sein de la tumeur lors du développement d'un mélanome dans un modèle de souris 

(189). Leurs résultats montrent que la microvasculature tumorale évolue en fonction 

du temps et de la taille du cancer. La pseudo-vasculogenèse est la structure dominante 

aux stades précoces du développement rapide de la tumeur. Une fois que la tumeur a 

grossi, les cellules endothéliales prolifèrent et se mêlent aux cellules cancéreuses pour 

former transitoirement des vaisseaux mosaïques. Finalement, l'angiogenèse tumorale 

devient la composante principale d'apport sanguin à la tumeur dans les stades plus 

tardifs de la croissance tumorale. Il semble que les capillaires tumoraux qui 

nécessitent le recrutement des cellules endothéliales normales du 

microenvironnement ne soient pas mis en place suffisamment rapidement pour 

soutenir la croissance rapide de la tumeur lors des phases initiales. 

La présence de capillaires lymphatiques fonctionnels dans les masses 

cancéreuses a été mise en question à cause de la forte pression interstitielle qui règne 

au sein de la plupart des tumeurs (190). En effet, au sein de la tumeur, la pression 

oncotique plasmatique et la pression interstitielle sont proches de l'équilibre à cause 

de la grande perméabilité de la paroi des capillaires sanguins, ce qui pourrait 

empêcher les capillaires lymphatiques de pénétrer dans le stroma tumoral (191, 192). 

Effectivement, dans les mélanomes cutanés, pas ou peu de capillaires lymphatiques 



35 

sont observés au sein même de la tumeur (193, 194). Cependant, l'identification 

récente des facteurs de croissance lymphatiques que sont le VEGF-C et le VEGF-D 

ainsi que leur récepteur, VEGFR-3, et de marqueurs spécifiques à ce type cellulaire a 

fourni de nouveaux outils pour étudier la lymphangiogenèse tumorale (108). Ainsi, 

Skobe et ses collaborateurs ont démontré la présence de capillaires lymphatiques 

intratamoraux et la présence de capillaires lymphatiques dilatés à la périphérie de la 

tumeur lors d'une greffe sous-cutanée à une souris nue de cellules de mélanomes 

surexprimant le VEGF-C (195). De plus, le VEGF-C semble coordonner, dans le cas 

des mélanomes cutanés humains, la régulation de l'angiogenèse et de la 

lymphangiogenèse. Ces divergences d'observations entre les tumeurs in situ et les 

tumeurs injectées aux souris peuvent s'expliquer par le piégeage de capillaires 

lymphatiques préexistants lors de la phase de croissance rapide des xénogreffes. 

Ces résultats indiquent cependant que les cellules cancéreuses de mélanome 

sont capables d'induire, dans des modèles d'étude, la lymphangiogenèse tumorale. À 

l'inverse, il est intéressant de noter que les capillaires lymphatiques sont aussi 

capables d'attirer activement ces cellules tumorales et de promouvoir leur dispersion 

métastatique lymphatique (196). En effet, les cellules lymphatiques de la peau 

expriment constitativement la cytokine CCL21 dont le récepteur CCR7 est exprimé 

par les lignées de mélanome (197,198). 

En conclusion, les tumeurs de type mélanome sont un bon exemple pour 

illustrer la complexité de la vasculature tumorale. L'instabilité génétique et 

l'hétérogénéité biologique des cellules cancéreuses au sein de la tumeur sont la 

principale cause d'échec des thérapies anti-tumorales systémiques. Les nouvelles 

approches thérapeutiques doivent donc cibler la vasculature tumorale, composante 

indispensable à la survie, à la croissance et à la propagation des cellules cancéreuses. 
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1.3.3. Cibles thérapeutiques 

La promotion thérapeutique de l'angiogenèse pour traiter des maladies 

ischémiques est parvenue au stade des essais cliniques (199, 200). Il existe aussi des 

recherches visant à induire la lymphangiogenèse dans le traitement de cas de 

lymphœdèmes héréditaires ou causés par une chirurgie (201). Cependant, dans ce 

paragraphe nous nous intéresserons plus particulièrement aux thérapies anti-

angiogéniques appliquées dans le cadre du traitement des cancers. En effet, l'étude et 

la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires complexes qui régulent 

la croissance des vaisseaux au sein d'une tumeur permettent de développer des 

thérapies anti-vasculaires efficaces et appropriées à chaque tumeur. 

Plusieurs revues complètes et bien documentées sur les différentes stratégies 

adoptées pour cibler d'un point de vue thérapeutique l'endothélium tumoral ont 

récemment été publiées (202, 203). La famille du VEGF et de ses récepteurs est un 

des acteurs principaux lors du processus d'angiogenèse, même s'ils n'agissent pas 

seuls (204). Le VEGF est une glycoprotéine aux propriétés mitogèniques sur les 

cellules endothéliales. Plus spécifiquement, l'activation de la voie des récepteurs des 

VEGFs promeut la croissance, la migration, la différenciation et la survie de ces 

cellules. Cette molécule et ses récepteurs ont donc été rapidement ciblés lors de la 

mise au point des premiers traitements anti-angiogéniques (205, 206). L'arsenal 

thérapeutique développé par les compagnies pharmaceutiques inclut aussi bien des 

anticorps humanisés monoclonaux contre le VEGF comme le bevacuzimab (Avastin, 

Genentech) ou contre le récepteur 2 au VEGF (VEGF-R2) (IMC-1121b, ImClone) 

que des petites molécules inhibitrices du VEGF-R2 (Vatalanib, Novartis-Schering). 

Des études cliniques ont démontré que les thérapies anti-VEGF sont efficaces dans la 

réduction de la taille des tumeurs, des métastases et de la formation de nouveaux 

capillaires et améliorent la survie des patients, notamment dans le cas de cancers du 

colon avec métastases (207). 

Cependant, des effets inattendus sont survenus lors de tests précliniques de 

thérapies anti-VEGF. Dans leur étude de 2004, Willett et ses collaborateurs ont étudié 

l'effet du bevacuzimab sur la vasculature tumorale au sein d'un cancer rectal (208). 

Certes ils observent une régression encourageante de la perfusion tumorale, du 
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volume vasculaire, de la densité microvasculaire, de la pression interstitielle et du 

nombre de progéniteurs endothéliaux circulants viables, cependant, ils ont aussi noté 

une augmentation de la stabilisation par des pericytes des capillaires tumoraux 

résiduels. 

L'équipe de Jain a observé dans un modèle animal de carcinome mammaire 

qu'un traitement anti-VEGF-R2 induisait dans un premier temps une régression des 

capillaires et une hypoxie, puis, dans un second temps, une reprise de la croissance 

capillaire, une augmentation de la consommation d'Û2 de la tumeur et de la PPO2 en 

son sein (209). Ces observations semblent a priori aller à rencontre de l'effet 

recherché pour ce type de traitement, cependant elles pourraient expliquer les effets 

bénéfiques notés lors de la combinaison d'un traitement anti-angiogénique avec une 

radiothérapie (210). En effet, l'efficacité des radiations ionisantes utilisées en 

radiothérapie dépend directement de la PPO2 du tissu visé et elle sera moindre en 

condition hypoxique (211). 

L'existence d'une microcirculation alternative à celle découlant de 

l'angiogenèse tumorale pose un défi majeur aux thérapies anti-angiogéniques 

classiques. Parvin propose en 2002 que les pseudo-capillaires et les vaisseaux 

mosaïques soient aussi ciblés dans les nouvelles thérapies anti-angiogéniques (212). 

En 2004, Sood et son équipe ont démontré que les métalloprotéinases, en 

particulier la MMP-2, jouent un rôle important lors du processus de pseudo-

vasculogenèse des cancers agressifs ovariens (213). En inhibant la MMP-2, ils ont été 

capables d'inhiber la pseudo-vasculogenèse in vitro. 

Une approche particulièrement astucieuse pour cibler les pseudo-capillaires de 

cancer de la prostate a été développée par Liu et son équipe (214). Le domaine 

extracellulaire du facteur tissulaire, un acteur de la cascade de coagulation, a été 

couplé à une molécule reconnaissant un marqueur membranaire des cellules 

prostatiques cancéreuses tapissant les pseudo-capillaires. Cette construction 

thrombogène induit in vivo une nécrose locale et sélective dans les tumeurs de la 

prostate chez le rat lorsqu'elle est injectée par voie intraveineuse à l'animal. 
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La croissance de nouveaux capillaires lymphatiques favorise la dispersion 

métastatique des tumeurs c'est pourquoi la lymphangiogenèse tumorale est une 

nouvelle cible des thérapies anti-angiogéniques. L'intérêt pour ce domaine de 

recherche est très récent, c'est pourquoi peu de molécules sont disponibles sur le 

marché. 

Un anticorps anti-VEGFR-3 empêchant la liaison du VEGF-C à son récepteur 

a été développé et testé in vivo par une équipe américaine en 2005 (215). Il inhibe 

complètement et spécifiquement la lymphangiogenèse tumorale induite par une 

tumeur mammaire humaine, sans avoir aucune incidence sur la survie ou la 

fonctionnalité des vaisseaux lymphatiques préexistants. 

Les médicaments qui ciblent spécifiquement les vaisseaux lymphatiques 

péritamoraux pourraient être utiles pour limiter la dispersion métastatique via ce 

réseau. Cependant, la destruction de ces vaisseaux et l'absence de drainage qui en 

résulterait pourrait augmenter davantage la pression interstitielle au sein de la tumeur. 

Ce phénomène est connu non seulement pour interférer avec la distribution des 

molécules anticancéreuses mais pourrait aussi faciliter l'entrée de cellules 

cancéreuses dans les capillaires sanguins (131). 

En conclusion, la compréhension de la dynamique du microenvironnement 

tumoral est un pré-requis essentiel pour la planification optimale des modalités de 

traitements thérapeutiques. 

Le contenu de cette partie expose pourquoi et comment les tissus sont 

micro vascularisés in vivo. Par la suite, nous expliquerons l'intérêt de 

microvasculariser un tissu in vitro. 
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2. Pourquoi microvasculariser un tissu /'/; vitro? 
2.1. Visées cliniques 

La transplantation de cellules ou d'organes humains est devenue l'un des 

meilleurs traitements, voire le seul, pour une large variété de maladies, fatales ou non. 

Cependant, cette pratique soulève de nombreux problèmes techniques et éthiques. Il 

s'agit notamment de faire face à la pénurie mondiale de matériels humains, au 

phénomène croissant du « tourisme de transplantation », et de s'assurer de la qualité, 

de l'innocuité et de l'efficacité de la procédure et de la transparence dans ce 

domaine2. 

Le génie tissulaire peut, en partie, pallier certains de ces problèmes, 

notamment l'approvisionnement en organes. En ce qui concerne la peau, les greffes 

les plus courantes concernent le recouvrement, permanent ou temporaire, des lésions 

des patients grands brûlés et le traitement des ulcères cutanés. 

2.1.1. Processus de revascularisation d'un greffon et nécrose 

Plusieurs chercheurs ont supposé que le délai à la revascularisation des 

greffons était à l'origine de leur nécrose et des échecs de transplantation. En 1996, 

Young et ses collaborateurs ont précisément étudié les processus de revascularisation 

qui interviennent lors de la greffe de peau humaine sur un modèle animal de souris 

nue (216). 

Dans le cas d'un recouvrement de la plaie avec de la peau autologue ou de la 

peau de cadavre cryopréservée, le greffon survit par imbibition lors des 48 premières 

heures, c'est-à-dire que les nutriments et l'oxygène vont diffuser depuis le lit de la 

plaie à travers le greffon. Entre le 2eme et le 4eme jour post-transplantation, les 

capillaires du lit de la plaie vont s'anastomoser avec ceux contenus dans le greffon. 

Ce phénomène, appelé inosculation, assure la circulation précoce d'un flux sanguin 

dans toute la greffe. La néovascularisation, c'est-à-dire la colonisation du greffon par 

les cellules endothéliales provenant du lit de la plaie ne commence qu'une semaine 

post-greffe (Figure 15 A). Si l'inosculation ne se déroule pas durant la période 

critique des premiers jours post-transplantation, par exemple à cause d'un 

: www.who.int/transplantation/en/ 

http://www.who.int/transplantation/en/
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mouvement du greffon et d'une séparation physique avec le lit de la plaie, la survie 

du greffon est compromise. 

Dans le cas d'une greffe avec un substitut cutané contenant un derme et un 

épiderme, le greffon survit par imbibition pendant les 15 premiers jours post

transplantation, jusqu'à ce que la néovascularisation assure la circulation d'un flux 

sanguin (Figure 15 B) (217). Le phénomène d'imbibition n'est souvent pas suffisant 

pour assurer la survie d'un substitut bilamellaire, c'est-à-dire constitué d'un derme et 

d'un épiderme. 

Étant donné que 1'inosculation joue un rôle majeur dans la survie des greffons, 

il devient intéressant de développer un substitut cutané contenant déjà un réseau 

capillaire afin d'améliorer le pourcentage de survie des greffes (Figure 15 C). C'est 

ce qu'a fait notre laboratoire en 2004, en produisant un substitut cutané à partir d'un 

modèle d'épongé de collagène-chitosane-glycoaminoglycanes, contenant un réseau 

de capillaires dans sa partie dermique (218). L'analyse de son remodelage une fois 

greffé sur une souris nue a montré que le réseau capillaire raurin du lit de la plaie 

s'anastomose en 4 jours avec le réseau capillaire humain contenu dans la greffe. 

De plus, lorsque le phénomène d'inosculation garantit la perfusion précoce du 

greffon, le processus de néovascularisation devient moins primordial pour assurer la 

survie du greffon. Cette constatation prend tout son sens lorsqu'il s'agit de patients 

aux capacités d'angiogenèse réduites comme les personnes âgées ou diabétiques. 
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Figure 15 : Représentation schématique des différents processus de revascularisation selon le type de 
tissu greffé. A, le tissu greffé est de la peau autologue ou de la peau de cadavre cryopréservée. B, le 
greffon est un substitut cutané composé d'un derme et d'un épiderme. C, le greffon est un substitut 
cutané microvascularisé. Les cellules contenues dans le greffon peuvent survivre par imbibition, à 
savoir la diffusion des nutriments et de l'oxygène depuis le lit de la plaie (flèche violette), par 
inosculation, c'est-à-dire l'anastomose du réseau capillaire du lit de la plaie (jaunes) avec les capillaires 
contenus dans le greffon (rouges), ou enfin par néovascularisation, c'est-à-dire la colonisation du 
greffon par des capillaires émanant du lit de la plaie (jaunes). Adapté de (218). 
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2.1.2. Problèmes de contraction et d'élasticité du greffon 

Le remodelage du compartiment dermique des plaies recouvertes avec des 

feuillets épidermiques est un processus très lent (219, 220). Une contraction de la 

plaie et la formation de cicatrices sont souvent observées lors d'une mauvaise 

régénération dermique ; c'est pourquoi certaines équipes ont reconstruit in vitro un 

substitut cutané composé à la fois d'un compartiment dermique et épidermique qui 

accélère et améliore le remodelage dermique et donc la qualité de la cicatrisation 

(220-223). Il est important de faciliter le processus de guérison et de prévenir la 

formation de cicatrices car celles-ci peuvent être préjudiciables au tissu tant d'un 

point de vue anatomique que d'un point de vue fonctionnel (224). 

Cependant, l'utilisation d'un substitut cutané composé d'un compartiment 

dermique et épidermique, donc plus épais, augmente son délai de revascularisation et 

son risque de nécrose. 

En 1995, Boyce et son équipe ont démontré que l'application topique de 

nutriments sur des substituts cutanés non vascularisés greffés sur des souris nues 

limite leur contraction et améliore leur prise (225). Leur substitut cutané humain est 

constitué de fibroblastes dermiques ayant colonisé une éponge de collagène-

glycoaminoglycanes recouverte de kératinocytes. Ces greffes sont irriguées pendant 

14 jours après l'opération, et le pourcentage de contraction est évalué 6 semaines 

après l'opération. Les substituts cutanés greffés et irrigués ont la même surface que 

les contrôles positifs de greffe de peau autologue de souris, alors qu'ils sont 

significativement moins contractés que les substituts non irrigués. Selon eux, 

l'irrigation topique avec du milieu a deux effets sur la greffe, l'un direct et l'autre 

indirect. Tout d'abord, les nutriments agissent directement sur la survie et la viabilité 

des kératinocytes. Ensuite, de façon indirecte, ces kératinocytes viables relâchent des 

composés pro-angiogéniques qui vont accélérer la néovascularisation de la greffe. La 

prise de la greffe est donc améliorée et la contraction est limitée. 

Cependant, l'irrigation topique d'une greffe cutanée comporte un risque non 

négligeable de promouvoir des infections bactériennes sur le site de la plaie et 

présente une complexité non adaptée au domaine clinique. Ce concept d'irrigation 

précoce des kératinocytes afin d'améliorer la prise de la greffe et de limiter sa 
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contraction serait applicable s'il utilisait une source intrinsèque de nutriments, à 

savoir la présence d'un réseau microvasculaire dans la greffe, plutôt qu'extrinsèque. 

2.1.3. Greffe de tissus plus épais 

Chaque année, plus d'un million d'opérations de chirurgie plastique et 

reconstructrice sont effectuées aux États-Unis (226). Certaines d'entre elles, comme 

la résection chirurgicale de tumeurs telles les cancers de la peau par exemple, les 

mastectomies partielles ou totales et la réparation de lacérations, conduisent à un 

déficit en tissus mous (227). 

Trois principaux types de matériaux de comblement sont utilisés en chirurgie 

plastique, reconstructrice et cosmétique pour combler ces déficits tissulaires (228-

230). Les matériaux synthétiques incluent l'acide poly-L-lactique, le 

polymethylmethacrylate (ou Plexiglas) et le silicone. Les sources et compositions des 

matériaux allogéniques sont très diversifiées. Ainsi, sont utilisés des collagènes 

bovins et de l'acide hyaluronique issu de plumes de coq, de derme de cochon d'Inde 

ou de cultures bactériennes. Une équipe américaine propose d'utiliser des matrices de 

soie contenant des fibroblastes dermiques pour combler les déficits en tissus mous 

(231). Les matériaux allogènes et autologues sont par exemple du collagène humain 

extrait de peau de cadavres ou provenant du patient lui-même. Une équipe turque 

propose aux patients qui nécessitent à la fois un remodelage de leur cicatrice et une 

augmentation de volume de tissus mous de coupler les opérations et d'utiliser le tissu 

cicatriciel pour combler ce déficit (232). 

Dans le cas de chirurgie reconstructrice, les chirurgiens tendent à privilégier 

des sites donneurs autologues pour fournir des tissus mous de comblement puisque 

cela évite les problèmes d'allergies, de réactions inflammatoires ou de rejet associés à 

l'utilisation de matériaux xenogèniques (233). Cependant, une nouvelle lésion est 

créée au site donneur, ce qui augmente le temps de récupération après la chirurgie, le 

risque d'infection et possiblement de perte de fonction. 

Il semble donc évident que d'un point de vue clinique, la demande en tissus 

mous autologues, aux dimensions et épaisseurs contrôlées, reconstruits par génie 

tissulaire est très importante. 
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Les tissus reconstruits actuellement utilisés dans le domaine clinique sont 

limités aux tissus avasculaires et fins de quelques centaines de micromètres 

d'épaisseur comme l'épiderme, le cartilage et la cornée (234-236). Ils reçoivent leurs 

nutriments par simple diffusion à partir des capillaires des tissus conjonctifs 

environnants, c'est le phénomène d'imbibition. Dans le cas du cartilage il s'agit des 

capillaires du périchondre alors que pour l'épiderme c'est le rôle du réseau 

micro vasculaire dermique sous-jacent. La cornée reçoit ses nutriments par diffusion 

de l'humeur aqueuse. 

Les tissus plus complexes, aussi bien structarellement que fonctionnellement, 

ne peuvent pas survivre par simple diffusion (237). En effet, les cellules au centre 

d'un tissu épais (de l'ordre de quelques millimètres) risquent de nécroser à cause du 

manque d'approvisionnement en oxygène et nutriments le temps que la 

néovascularisation se fasse par ses marges. Afin d'éviter ce problème, une 

vascularisation complète du tissu doit se réaliser rapidement. Il faut donc intégrer une 

composante microvasculaire à ces tissus afin de promouvoir leur survie, une fois 

greffés. La diffusion de l'oxygène n'étant pas limitante in vitro, cela autorise 

hypothétiquement la reconstruction de tissus microvascularisés plus épais et plus 

complexes (238). 

Ainsi, la microvascularisation des tissus permettrait d'augmenter l'épaisseur 

et la diversité de l'offre de substituts reconstruits in vitro et donc d'améliorer les 

possibilités des traitements cliniques. 

2.2. Visées fondamentales 

2.2.1. Modèle d'étude de l'angiogenèse et de la lymphangiogenèse 

Malgré les nombreux progrès dans la compréhension du processus 

d'angiogenèse, plusieurs questions restent sans réponse. Est-ce que les facteurs pro-

angiogéniques doivent être présents continuellement ou ponctuellement? Quel 

processus moléculaire fait passer une cellule cancéreuse à un phénotype pro-

angiogénique ? Quels sont les rôles relatifs des facteurs cellulaires par rapport aux 

facteurs matriciels dans l'angiogenèse ? (239). Pour répondre à toutes ces questions, 
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de nombreux modèles d'études de l'angiogenèse ont été développés dans les 

laboratoires, aussi bien in vivo qu'in vitro (239-241). 

Les modèles in vivo d'étude de l'angiogenèse utilisent classiquement trois 

approches différentes. Tout d'abord, l'analyse de la microvascularisation peut se faire 

directement sur les animaux, principalement les rongeurs et le poulet. La greffe de 

chambres transparentes dans l'oreille, le dos ou sur le crâne de rongeurs comme les 

souris, rats et lapins permet de visualiser « en direct » l'effet de molécules contenues 

dans un gel inséré entre les fenêtres de la chambre sur la formation de capillaires 

sanguins. Lorsque l'espèce du poulet est utilisée comme modèle, une éponge ou un 

gel de collagène contenant la molécule d'intérêt sont déposés sur la membrane 

chorioallantoïque de l'œuf et va induire, ou non, le processus d'angiogenèse. L'étude 

peut être réalisée in situ dans un tissu avasculaire comme la cornée, chez les souris, 

rats et lapins. Ensuite, l'étude de l'angiogenèse peut aussi passer par l'observation et 

la quantification du processus de vascularisation d'une matrice ou d'un polymère 

biocompatible implanté en sous-cutané à un modèle animal. Enfin, des tissus humains 

ou animaux vascularisés, cancéreux ou non, peuvent être excisés et maintenus in vitro 

en culture sous forme d'expiants. 

Plusieurs modèles ont également été développés in vitro mais ne reproduisent 

pour la plupart que quelques étapes de l'angiogenèse, comme par exemple la 

prolifération ou la migration des cellules endothéliales. Certains s'intéressent 

cependant à la mise en place de structures tabulaires par ces cellules. Il existe ainsi le 

modèle de culture organotypique d'aorte de rat dans un gel de fibrine ou dans du 

milieu sans sérum, et les modèles de culture de cellules endothéliales murines ou 

bovines sur plastique, gélatine ou Matrigel™, une matrice extracellulaire produite par 

un sarcome murin. Le principal inconvénient de ces modèles est qu'ils sont constitués 

de cellules endothéliales animales qui, contrairement aux cellules endothéliales 

humaines, semblent avoir un besoin en facteurs de croissance moins important et 

forment spontanément des réseaux tabulaires lorsqu'elles sont cultivées dans un 

environnement bi ou tridimensionnel. Les seuls modèles utilisant des cellules 

endothéliales humaines microvasculaires ou extraites de cordons ombilicaux 

nécessitent l'addition, en plus du sérum de veau fœtal, de facteurs de croissance 
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exogènes pour survivre et se multiplier en culture. De plus, pour induire la formation 

de structures en forme de corde, sans véritable lumière, ces cellules doivent être 

cultivées avec un agent promoteur de tumeur comme le phorbol 12-myristate 13-

acétate (PMA) ou dans du Matrigel™. Enfin, les cellules endothéliales humaines 

s'organisent en ces structures en l'espace de quelques heures, avant de dégénérer au-

delà de 72 h de culture, ce qui ne permet pas de faire des études à long terme sur les 

cellules. L'extrapolation des résultats obtenus avec ces modèles dans des conditions 

très particulières et loin de la physiologie semble donc risquée. 

Il est donc indispensable de mettre au point un modèle humain d'étude de 

l'angiogenèse in vitro dans une matrice extracellulaire humaine, tridimensionnelle et 

physiologique, assurant la mise en place d'interactions cellules-matrice et cellules-

cellules pertinentes, notamment avec des fibroblastes et des cellules murales. 

Ce type de modèle devra permettre une analyse quantitative des capillaires en 

mesurant par exemple leur longueur, leur surface, leur volume, leur nombre ou leur 

degré de ramification. Une mesure qualitative de la fonctionnalité de ces capillaires 

devra aussi être réalisable, comme par exemple en vérifiant la synthèse d'une 

membrane basale complète, la présence d'une lumière, la perméabilité vasculaire. Un 

tel modèle devra permettre d'acquérir ces données de façon non invasive, fiable, 

reproductive et sur le long terme. 

Il n'existe actuellement, à notre connaissance, aucun modèle de réseau 

micro vasculaire lymphatique in vitro (242). Pourtant, un tel modèle s'avérerait être 

un puissant outil pour améliorer notre connaissance du processus de 

lymphangiogenèse et des événements cellulaires et moléculaires intervenant lors de la 

colonisation lymphatique par les cellules cancéreuses. 

2.2.2. Évaluation de médicaments 

Nous avons vu que l'angiogenèse chez l'adulte intervenait principalement au 

cours de processus pathologiques comme le développement de la rétinopathie, de la 

leucémie, de l'arthrite rhumatoïde, du psoriasis, d'ulcères et lors du développement 

tumoral (163). Étant donné que l'angiogenèse est une composante importante lors de 
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ces processus pathologiques, il est cliniquement pertinent de comprendre cette 

modulation microvasculaire, d'identifier les facteurs qui la stimulent ou l'inhibent et 

enfin d'élucider les mécanismes d'action de ces médicaments potentiels. 

Certaines équipes, dont la nôtre, ont mis au point un modèle d'angiogenèse 

dans un tissu conjonctif microvascularisé supporté par une éponge de 

collagène/chitosane/glycoaminoglycanes qui sera détaillé dans la partie suivante. Ce 

modèle pertinent peut être appliqué au criblage de nouvelles molécules 

thérapeutiques ou à l'analyse, quantitative et qualitative, de l'influence de 

médicaments pro- ou anti-angiogéniques in vitro afin d'en comprendre les 

mécanismes (243, 244). 

Il nous apparaît que la prochaine étape de raffinement des modèles 

d'angiogenèse serait la création d'un modèle animal hybride humanisé où le réseau 

microvasculaire fonctionnel du modèle reconstruit in vitro se reconnecterait à la 

circulation de l'animal. Cette situation permettrait d'étudier in vivo l'effet sur 

l'angiogenèse de médicaments injectés dans la circulation systémique dans un 

contexte dynamique, complexe et proche de la physiologie humaine. 

La mise au point d'un modèle in vitro de lymphangiogenèse permettrait de 

découvrir ou de tester l'efficacité de nouvelles molécules pour traiter des maladies 

reliées au système lymphatique, comme l'hypoplasie lymphatique menant au 

développement d'œdèmes. 

2.2.3. Modèle d'étude du processus de cicatrisation 

La majorité du temps la guérison d'une plaie se réalise rapidement, 

discrètement et totalement. Cependant, il existe certains cas où les cicatrices 

résultantes sont excessives ou alors la plaie ne parvient pas à se refermer totalement 

et se transforme en plaie chronique, comme dans les ulcères veineux ou diabétiques 

par exemple. Ce type de plaie conduit à une perte de fonctionnalité du tissu, une 

douleur persistante et à une diminution de la qualité de vie en général (245). Les 
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thérapies biotechnologiques mises en place actuellement pour traiter ces plaies 

chroniques ne sont pas de simples pansements et regroupent le recouvrement avec des 

tissus biologiques comme des substituts cutanés ou des matrices acellulaires et des 

approches basées sur l'application de facteurs de croissance pro-angiogéniques. 

Cependant, les voies moléculaires dysfonctionnelles impliquées dans la persistance 

de cette pathologie ne sont pas clairement identifiées. Il serait donc intéressant de 

disposer d'un modèle cutané de cicatrisation pour étudier, comprendre et améliorer le 

soin des plaies chroniques. Les chercheurs utilisent plusieurs modèles animaux de 

cicatrisation, mais il faut se rappeler qu'aucun d'eux n'est une réplique exacte des 

situations cliniques chez l'homme (246). Par exemple, bien que la souris soit l'animal 

le plus employé dans la communauté scientifique pour modéliser la cicatrisation, il 

faut savoir que, contrairement à l'homme, elle utilise principalement le processus de 

contraction pour refermer ses plaies. Les cochons semblent cicatriser suivant le même 

processus que l'homme, mais les coûts et la logistique associés à la mise en place des 

expériences sur ces animaux sont limitants. 

Pour pallier ces limites, plusieurs équipes à travers le monde ont cherché à 

mettre au point des substituts cutanés tridimensionnels pour étudier in vitro le 

processus de cicatrisation. Les modèles classiques reposent sur l'ensemencement de 

dermes acellulaires humains avec des kératinocytes et des fibroblastes dermiques 

(247). Geer et ses collaborateurs ont développé un modèle hybride de cicatrisation in 

vivo qui consiste à greffer ce type de substitut cutané reconstruit par génie tissulaire 

sur une souris nue (248). Le substitut greffé est lésé et la ré-épithélialisation, la 

différenciation du nouvel épiderme et la néovascularisation du derme sont ensuite 

évalués. Récemment, Herman et Leung ont choisi d'intégrer une composante 

microvasculaire à leur matrice 3D de collagène et de Matrigel™ afin d'étudier plus 

finement le rôle de l'angiogenèse dans la cicatrisation (249). Il semble que le meilleur 

modèle de cicatrisation serait la combinaison de ces trois approches. 

Un tel modèle cutané microvascularisé permettrait d'améliorer la 

compréhension de la régulation de la réparation tissulaire en se concentrant 

particulièrement sur les mécanismes cellulaires et moléculaires qui contrôlent la 
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morphogenèse microvasculaire lors de la cicatrisation. Il serait également utile dans 

l'évaluation préclinique de nouvelles thérapies. 

Les avantages qu'apporte l'ajout d'une composante microvasculaire à un tissu 

reconstruit in vitro ayant été détaillés, nous allons maintenant décrire comment 

l'introduire d'un point de vue plus technique. 

3. Comment microvasculariser un tissu? 
L'ingénierie tissulaire vise à développer des substituts biologiques qui vont 

restaurer, maintenir ou améliorer la fonction des tissus. La régénération tissulaire peut 

s'effectuer aussi bien in situ, c'est-à-dire in vivo, qu'w vitro, à partir de cellules et de 

biomatériaux. 

Les principales approches existantes pour microvasculariser un substitut 

reconstruit par génie tissulaire seront discutées dans cette partie. Pour plus de détails, 

de nombreuses revues complètes sont accessibles (250-253). 

La découverte de marqueurs spécifiques aux cellules endothéliales 

lymphatiques étant très récente, peu de laboratoires ont eu l'opportunité jusqu'à 

aujourd'hui d'essayer de fabriquer in vitro un réseau de capillaires lymphatiques 

(242, 254). La littérature concernant ce sujet novateur est exhaustivement décrite ici. 

3.1. Ingénierie tissulaire /'/; vivo 

3.1.1. Incubation in vivo 

La reconstruction in vivo par génie tissulaire de tissus autologues utilise 

différentes parties du corps du patient ou d'un animal comme un bioréacteur pour 

fabriquer ou différencier de greffes autologues « prêtes à l'emploi ». 

Un des enjeux majeurs de la recherche sur la transplantation osseuse est 

d'éviter de créer un second défaut osseux au lieu du prélèvement d'un greffon. 

L'incubation in vivo est donc adaptée à ces contraintes. En effet, après avoir prouvé le 

concept chez des porcs miniatures (255), un groupe allemand de recherche en 
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reconstruction maxillo-faciale a utilisé l'incubation in vivo chez l'homme pour 

différencier et vasculariser un substitut autologue de la mandibule inférieure, sans 

prélever d'os à un site donneur (256). Brièvement, une structure en titane a tout 

d'abord été remplie avec un facteur de croissance (la human bone morphogenic 

protein-7, BMP-7) et de la moelle osseuse du patient, riche en cellules souches 

mésenchymateuses, puis greffée dans son muscle grand dorsal pour 7 semaines et 

enfin transplantée à la place du défaut osseux à combler à la mâchoire (Figure 16). 

Leur étude indique que l'incubation in vivo a assuré un remodelage osseux, une 

minéralisation et la vascularisation du greffon. 

Figure 16 : Vue dorsale d'un patient 3 semaines après l'implantation in vivo, pour maturation, du 
substitut mandibulaire. Les flèches indiquent la zone d'implantation dans le muscle grand dorsal (256). 

Une équipe australienne a développé, par incubation in vivo dans la cavité 

péritonéale de rats et de lapins, des substituts vasculaires autologues destinés à être 

utilisés lors des pontages artériels (257). Des tubes en silicones de longueur et de 

diamètres adaptés aux besoins de la chirurgie artérielle sont implantés dans la cavité 

péritonéale pour 2 semaines, période au cours de laquelle ils sont recouverts par 

plusieurs couches de myofibroblastes, de matrice de collagène et par une couche de 

mésothélium. Une fois retournés, ils miment la structure d'un vaisseau avec une 

« intima » de cellules mésothéliales non thrombotiques remplaçant les cellules 

endothéliales, une « media » contractile de myofibroblastes et un « adventice » riche 

en collagène3. Cette même équipe a implanté dans la cavité péritonéale de rats et 

lapins des supports de composition et de forme variées pour produire des substituts 

3 Les guillemets viennent des auteurs eux-mêmes. 
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autologues de vessie, de canaux déférents et d'utérus (258). Ces supports, après 2 à 3 

semaines d'incubation in vivo, étaient encapsulés dans un tissu riche en 

myofibroblastes, ultérieurement greffé sur les mêmes animaux. 

Hayashida et ses collègues ont développé, en utilisant l'incubation in vivo, un 

prototype de substitut valvulaire cardiaque vascularisé et autologue (259). Pour cela 

ils ont implanté en sous-cutané à des lapins un moule en polyuréthane ayant une 

forme de valves. Après 4 semaines d'incubation in vivo, cette structure était 

totalement recouverte de tissu conjonctif richement vascularisé. Cependant, dans un 

commentaire de cet article, Sievers s'interroge, entre autre, sur le processus mis en 

jeu lors de la colonisation de ce greffon (260). S'agit-il d'un vrai processus 

développemental ou plutôt d'une réaction de l'organisme à un corps étranger visant à 

encapsuler ce matériau artificiel? 

Cette remarque démontre que la technique d'incubation in vivo présente 

certains inconvénients non négligeables. Le patient pourrait subir, au site de 

l'incubation, des dommages anatomiques suite à l'extraction de l'implant 

profondément intégré et vasculairement lié aux tissus environnants. De même, si le 

greffon devient préjudiciable ou nuisible pour l'organe hôte, il ne peut pas, de par sa 

nature diffuse, être facilement excisé. Enfin, la plupart des études menées utilisent 

comme support à la croissance tissulaire des matériaux physiques non biodégradables 

comme le titane qui risquent d'être considérés par l'organisme comme des corps 

étrangers. 

Il existe une autre approche pour favoriser la microvascularisation in vivo 

d'un substitut, qui ne nécessite pas l'extraction du tissu par la suite. Des cellules 

endothéliales peuvent être directement implantées in vivo dans le substitut tissulaire 

afin d'accélérer sa vascularisation, sans aucune maturation in vitro. Cependant, le 

temps que les capillaires mettront à se former in situ peut compromettre la survie du 

substitut implanté. 

L'équipe de Polverini a démontré que des cellules endothéliales 

microvasculaires humaines ensemencées sur une matrice immédiatement greffée à 
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une souris SCID s'organisent en 5 jours en un réseau capillaire qui deviendra 

fonctionnel, c'est-à-dire connecté à la vasculature de l'hôte et perfusé, 7 à 10 jours 

post-greffe. Ce réseau capillaire humain recmtera des cellules musculaires lisses 

murines dès le 21eme jour (261). Ce modèle d'angiogenèse humaine dans une souris 

SCID permettra par exemple d'étudier le développement des capillaires ou 

l'angiogenèse tumorale. 

En 2004 Koike et ses collaborateurs ont prouvé que la co-implantation chez 

une souris d'HUVECs avec des précurseurs mésenchymateux dans un gel de 

collagène/fibronectine, sans aucune maturation in vitro, assure la formation d'un 

réseau de capillaires (262). Les cellules endothéliales humaines vont s'organiser in 

situ en un réseau capillaire qui devient fonctionnel après le 10eme jour de greffe. Ce 

réseau, stabilisé par des cellules murales, est maintenu in vivo pendant plus d'un an. 

3.1.2. Boucle artério-veineuse 

À l'origine, cette méthode a été mise au point par Erol et Spira dans les années 

70 afin de microvasculariser des tissus comme de la peau en la plaçant au cœur d'une 

boucle artério-veineuse (263, 264). Pour la protéger, cette construction chirurgicale 

est placée au sein d'une chambre en polycarbonate solide (Figure 17), elle-même 

insérée à l'intérieur du corps. 

Un tissu situé au centre de la boucle va être colonisé par les cellules 

endothéliales de la boucle lors du processus d'angiogenèse. Ce mode de 

vascularisation est nommé vascularisation extrinsèque étant donné que le réseau 

microvasculaire de la greffe provient alors de l'environnement. 



53 

Chambre en polycarbonate 

Ouverture pour 
l'insertion delà 

boucle AV 

Fistule artério-

Figure 17 : Schéma du modèle de boucle artério-veineuse (AV). L'artère fémorale est anastomosée 
avec le greffon veineux, lui-même suturé à la veine fémorale, créant une boucle vasculaire, placée dans 
une chambre en polycarbonate. L'angiogenèse se déroulera au cœur de cette boucle. Tiré de (265). 

Cette technique a déjà été appliquée à la microvascularisation de derme 

artificiel (266), d'un tissu osseux (267), de muscle squelettique (268) et de matrice 

exogène de fibrine (269). Cependant, il faut noter qu'une boucle artério-veineuse 

laissée vide synthétisera, en quelques semaines, sa propre matrice extracellulaire et 

remplira la chambre d'un tissu conjonctif mature vascularisé (265, 270). 

Même si le modèle de boucle artério-veineuse demande des compétences 

chimrgicales élevées pour être mis en œuvre et peut être considéré comme invasif, 

ses avantages sont multiples. Tout d'abord, la chambre en plastique rigide offre un 

large espace qui ne s'effondrera pas, dans lequel de nouveaux tissus vascularisés 

peuvent croître. Sa taille peut être adaptée aux besoins en tissus. Enfin, elle facilite la 

manipulation et la récolte du tissu nouvellement microvascularisé et minimise la 

déformation du site donneur. 

3.2. Ingénierie tissulaire ex vivo 

Les deux composantes indispensables d'un substitut tissulaire sont les cellules 

et la matrice sur/dans laquelle elles vont proliférer et s'organiser. 

3.2.1. Incorporation de facteurs de croissance dans la matrice 

Des supports à la croissance cellulaire, appelés matrices ou scaffolds en 

anglais, sont couramment utilisés en génie tissulaire. Le plus souvent il s'agit de 
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polymères, synthétiques ou biologiques, préférentiellement biodégradables. Une 

approche empruntée par plusieurs équipes pour favoriser l'angiogenèse dans leurs 

substituts produits par génie tissulaire est d'incorporer dans la matrice des facteurs de 

croissance ou des facteurs pro-angiogéniques et de contrôler leur relargage (155). 

L'équipe de Mooney travaille avec des matrices poreuses d'acide poly(lactic-

co-glycolique) (PLGA). Ce polymère, biodégradable et biocompatible, est 

couramment utilisé en génie tissulaire. Du VEGF peut être incorporé à ce type de 

matrice. Il sera alors libéré de manière homogène et continue et favorisera le 

processus d'angiogenèse au site de la greffe sur un modèle animal (271). En effet, la 

transplantation à une souris SCID d'une matrice de PLGA riche en VEGF et 

ensemencée de cellules endothéliales microvasculaires humaines augmente de 160% 

la densité de capillaires humains au sein du greffon comparativement au contrôle sans 

VEGF. De même, l'implantation de matrice de PLGA riche en VEGF sans aucune 

cellule, augmente de 260% la densité de capillaires murins dans le greffon. Dans une 

publication dans Nature en 2000, cette même équipe démontre que des hydrogels 

d'alginates contenant du VEGF sont mieux vascularisés, une fois greffés chez la 

souris, que leur contrôle sans VEGF (272). Cette publication apporte aussi 

l'information que la stimulation mécanique module les taux de relargage des facteurs 

de croissances liés dans l'hydrogel en question. D'un point de vue physiologique, 

cela signifie que l'application d'un stress mécanique sur un tissu peut augmenter le 

relargage de facteurs de croissance piégés dans la matrice extracellulaire. Il s'agirait 

d'un moyen de communication entre tissus stressés et tissus environnants qui n'avait 

jamais été envisagé jusque là. 

En 2006, un groupe de recherche a étudié l'influence de la composition d'une 

matrice liant du VEGF sur l'organisation des cellules endothéliales microvasculaires 

sanguines et lymphatiques humaines (273). Les résultats montrent que les cellules 

endothéliales lymphatiques s'organisent au mieux dans une matrice de fibrine alors 

que l'endothélium vasculaire préfère une matrice contenant du collagène. Les 

structures observées sont différentes : les cellules endothéliales lymphatiques tendent 
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à former un fin réseau se chevauchant avec une mince lumière alors que les cellules 

endothéliales sanguines forment un épais réseau branché à large lumière. 

Tabata et ses collègues ont imprégné une éponge poreuse de polyvinyl 

alcohol) (PVA) avec des microsphères de gélatine contenant du basic fibroblast 

growth factor (bFGF). Trois jours après l'implantation sous-cutanée de ces éponges à 

des souris, ils observent une augmentation de la vascularisation dans et autour de 

l'éponge, ainsi qu'une amélioration de la croissance tissulaire et du dépôt de tissu 

fibreux, comparativement aux éponges contrôles ne contenant pas de bFGF (274). 

Des matrices poreuses d'alginates, imprégnées de microsphères riches en 

bFGF, ont aussi démontré une amélioration de la revascularisation une fois greffées 

dans la cavité intra-péritonéale de rats. En effet, Perets et son équipe ont mesuré une 

densité capillaire 4 fois plus importante dans les matrices riches en bFGF que dans les 

contrôles négatifs (275). 

Il est important de préciser que l'utilisation de matrices, quelle que soit leur 

nature, comme support à la croissance cellulaire a des conséquences sur le 

comportement du substitut une fois greffé in vivo. Par exemple, sur les polymères à 

base d'acide hyaluronique, les chondrocytes ne conservent pas totalement leur état de 

différenciation (276). Les matrices de PLGA ensemencées de chondrocytes 

autologues porcins conduisent, in vivo, à une accumulation non physiologique de 

matrice extracellulaire (277). D'autres polymères synthétiques utilisés en génie 

tissulaire comme le polytetrafluoroethylène (PTFE) (aussi connu sous le nom de 

Gore-TexO) peuvent augmenter, in vivo, le développement d'infections et la 

formation excessive de tissu cicatriciel (278, 279). Dans le cas des matrices 

biologiques d'origine allogénique ou xénogénique, les risques de réaction du système 

immunitaire inné et acquis de l'hôte sont souvent négligés (280). Cependant, 

aujourd'hui les matrices d'origine allogénique sont privilégiées car elles limitent le 

risque de transmission de virus entre la barrière des espèces et diminuent l'incidence 

des rejets immunologiques (281). 
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3.2.2. Modification génétique des cellules 

Le génie génétique est une voie utilisée par certaines équipes pour améliorer 

ou assurer la revascularisation de leur substitut. Deux principales approches sont 

privilégiées : l'utilisation de cellules génétiquement modifiées surexprimant des 

facteurs pro-angiogéniques pour stimuler la croissance des cellules endothéliales ou 

alors l'utilisation de cellules endothéliales génétiquement modifiées pour surexprimer 

des gènes de survie. 

Eming et ses collaborateurs ont noté que la surexpression de platelet-derived 

growth factor A chain (PDGF-A) par des kératinocytes humains ensemencés sur un 

derme acellulaire provenant de peau de cadavre cryopréservée puis greffés à une 

souris athymique améliore la prise de la greffe, réduit sa contraction et augmente sa 

vascularisation (282). L'équipe de Boyce a vérifié la persistance de l'expression du 

PDGF-A dans des substituts cutanés contenant des kératinocytes ou des fibroblastes 

humains génétiquement modifiés par une transduction rétrovirale (283). Après 2 

semaines de culture in vitro puis 2 semaines de greffe sur une souris, les substituts 

cutanés expriment toujours le PDGF-A. 

En 2000, Supp et Boyce ont démontré que la transplantation, à une souris 

athymique, d'un substitut cutané composé d'une éponge de 

collagène/glycoaminoglycanes ensemencée avec des fibroblastes dermiques humains 

et des kératinocytes modifiés génétiquement pour surexprimer le VEGF accélère sa 

vitesse de vascularisation et augmente le nombre de capillaires dermiques (284). En 

2002 ils ont démontré avec ce même substitut que la prise de la greffe est meilleure et 

que sa contraction est significativement réduite comparativement au contrôle (285). 

Dans une étude subséquente en 2004, cette équipe a ajouté à ce même substitut 

cutané des cellules endothéliales microvasculaires humaines (286). La surexpression 

du VEGF par les kératinocytes n'a, in vitro, aucun effet bénéfique sur la prolifération 

ou l'organisation des cellules endothéliales. De même, in vivo après une greffe chez 

la souris, les cellules endothéliales humaines contenues dans le substitut ne 

prolifèrent pas plus, contrairement aux cellules endothéliales murines, sur lesquelles 

la surexpression du VEGF a un effet positif notable. Selon eux, pour que les cellules 
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endothéliales humaines contenues dans le substitut avant la greffe participent 

activement à sa microvascularisation post-greffe il faudrait améliorer leur persistance 

et leur organisation in vitro. L'absence de réponse des cellules endothéliales 

humaines à la seule surexpression du VEGF in vitro suggère que d'autres facteurs, 

comme des facteurs de croissance ou des composants de la matrice extracellulaire, 

sont requis pour augmenter la persistance, la prolifération et l'organisation des 

cellules endothéliales dans le substitut cutané. 

Les cellules endothéliales peuvent être modifiées génétiquement pour 

augmenter leur survie à la fois in vitro et in vivo. Le groupe de Pober a montré que 

des HUVECs cultivées dans un gel 3D de collagène/fibronectine s'organisent, en 

24h, en structure ressemblant à des cordes, puis meurent par apoptose. Ces mêmes 

cellules, transduites avec le gène de Bcl-2, peuvent survivre in vitro jusqu'à 7 jours. 

Les cellules endothéliales surexprimant Bcl-2 contenues dans ce gel, une fois greffées 

en sous-cutané à une souris, s'organisent en capillaires dans lesquels circulent des 

globules rouges murins et recrutent des cellules mésenchymateuses qui remodèlent 

ces capillaires (287). Dans une étude ultérieure, ils ont utilisé un modèle de substitut 

cutané à base de derme acellularisé provenant de peau de cadavre sur lequel ils ont 

ensemencé des cellules endothéliales surexprimant Bcl-2. Une fois le substitut greffé 

sur une souris athymique, la densité capillaire observée dans le derme est deux fois 

plus élevée dans le substitut contenant des cellules endothéliales génétiquement 

modifiées comparativement au contrôle (288). 

Bien que les résultats de ces différentes études puissent sembler prometteurs, 

il ne faut néanmoins pas négliger le fait que l'incorporation à des tissus destinés à un 

usage clinique de cellules génétiquement modifiées peut comporter des risques 

potentiels. Par exemple, ces cellules, transduites avec des retrovirus, risquent de 

produire elles-mêmes des retrovirus infectieux. De même, étant donné que leur 

matériel génétique a été modifié, les cellules pourraient subir une transformation 

cancéreuse, risque d'autant plus élevé lorsque le gène intégré participe à la fine 

régulation du processus d'apoptose. 
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3.2.3. Incorporation de cellules endothéliales organisées 

La microvascularisation d'un substitut reconstruit par génie tissulaire avant 

son implantation se nomme la prévascularisation. L'intérêt de ce concept repose sur 

l'hypothèse qu'un réseau capillaire déjà formé accélérera la mise en place d'une 

vasculature fonctionnelle dès l'implantation et améliorera donc la survie du substitut 

in vivo. L'application de ce concept fait aussi bien intervenir les sciences biologiques 

que physiques. 

La technique d'impression biologique, ou bioprinting en anglais, consiste à 

imprimer des organes en injectant différents types cellulaires aux endroits désirés 

dans un hydrogel (289). La superposition des feuilles ainsi bio-imprimées forme un 

organe en 3D (Figure 18). 

Figure 18 : Représentation schématique de la technologie d'impression biologique (Bioprinting). Les 
agrégats cellulaires sont disposés, couche après couche, dans un hydrogel. La fusion de ces agrégats 
formera une structure tubulaire en 3D. Tiré de (290). 

L'objectif de cette branche du génie tissulaire est de fabriquer des tissus 

vivants fonctionnels et des organes disponibles pour la greffe dans un délai 

raisonnable. Cette technique offre la possibilité d'organiser les cellules dans un 

environnement 3D à une densité locale, une fonctionnalité et une forme anatomique 

prédéterminées, mimant leur distribution native dans les organes. Un arbre vasculaire 

complexe pourrait alors être intégré à un organe complet lors de son impression. De 

tels organes seraient alors immédiatement perfusables, dès leur construction. Il existe 

cependant des limites biologiques à cette approche. En effet, les cellules doivent 

survivre aux forces de cisaillement qui leur sont appliquées lors de l'éjection du 

système d'impression et lors de l'impact de la goutte sur le substrat. De plus, les 

constructions assemblées doivent être capables de rapidement évoluer et matarer en 

un tissu cohésif et mécaniquement stable, sous peine de désagrégation. 
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En 2009, une équipe américaine a fabriqué in vitro un réseau microvasculaire 

en utilisant la technologie d'impression à jet d'encre thermique (291). Ils ont montré 

que l'impression simultanée de cellules endothéliales microvasculaires humaines 

(HMVEC) et d'une matrice de fibrine en forme de tube favorise la prolifération des 

HMVEC et la formation d'un réseau microvasculaire. 

Toujours en 2009, une équipe américaine a privilégié une approche novatrice 

pour microvasculariser leur tissu. En effet, au lieu de construire un réseau 

microvasculaire au sein de leur tissu, ils ont construit leur tissu autour d'un réseau 

préexistant provenant d'un lit microvasculaire expiante (292). Un lit microvasculaire 

contenant une unique artère afférente et une unique veine efférente est prélevé chez 

un rat. Ce lit est perfusé ex vivo à l'aide d'un bioréacteur pendant 24h, ensemencé 

avec des cellules souches capables de migrer et de proliférer dans le tissu du 

parenchyme puis regreffé à l'animal avec une anastomose chirurgicale (Figure 19). 

Lit microvasculaire expiante L ME ensemencé 
(LME) 

Anastomose 
chirurgicale 

Figure 19 : Représentation schématique de la microvascularisation d'un tissu reconstruit autour d'un lit 
microvasculaire expiante (LME). Cette technique utilise un lit microvasculaire, prélevé sur le corps 
d'un patient, comme une matrice biologique autologue déjà microvascularisée dans laquelle vont 
proliférer les cellules ensemencées. Adapté de (292). 

Cette approche est prometteuse car elle utilise un réseau microvasculaire 

fonctionnel, autologue et facilement accessible et manipulable. Elle pourrait s'avérer 

être un bon support pour la thérapie génique, dans le sens où elle assure une 

implantation localisée de cellules souches ou de cellules génétiquement modifiées 

pour corriger un défaut ponctuel. Cependant, étant donné que la survie de l'expiant 
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n'est pas assurée au-delà de 24 h ex vivo, il n'est pas envisageable de reconstruire in 

vitro des tissus complexes avant de les greffer au patient. 

En 2007 une équipe japonaise a reconstruit in vitro un réseau capillaire 

fonctionnel en utilisant la technique de lithographie optique (293). Cette technique 

permet de réaliser des motifs dans une résine photosensible par projection d'un 

rayonnement UV à travers un masque en contact avec l'échantillon (294). Les 

cellules endothéliales, microvasculaires humaines ou artérielles bovines, sont 

ensemencées sur cette surface au motif réticulé pour 16 h. Elles sont ensuite mises en 

contact pour 24 h avec du Matrigel™ ou une membrane amniotique, dans lesquels 

elles vont migrer et acquérir une morphologie de capillaires (Figure 20). 

Figure 20 : Cellules endothéliales bovines transférées sur du Matrigel™ après avoir été ensemencées 
sur un support photolithographié en motif réticulaire. Barre d'échelle 100 nm. Modifié de (293). 

Ce tissu peut être greffé in vivo dans la cavité abdominale de souris nues, et 

s'inoscule en 5 jours avec le réseau vasculaire de l'hôte. L'avantage principal de cette 

approche est que l'ensemencement, la culture sur les motifs réticulés, le transfert sur 

un substrat et l'organisation des cellules endothéliales en capillaires se réalisent en 

moins de 48 h. Cependant, l'épaisseur du tissu microvascularisé reste très limitée. 

L'environnement biophysique a aussi une grande importance dans la 

formation et la stabilisation de réseaux de cellules endothéliales sanguines et dans 

l'organisation des cellules endothéliales lymphatiques (295). En effet, les cellules 

endothéliales microvasculaires sanguines ensemencées dans un gel de collagène de 

type I et cultivées avec du PMA, soumises à un flux interstitiel physiologique pendant 
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6 jours s'organisent en un réseau ramifié contenant une lumière. Dans les mêmes 

conditions, des cellules endothéliales lymphatiques ne s'organisent pas en réseau 

mais forment de grandes vacuoles et projettent de longues extensions cellulaires. 

Notre laboratoire a été le premier au monde à démontrer que des cellules 

endothéliales humaines placées in vitro dans un contexte proche de la physiologie 

sont capables de s'organiser spontanément en réseau capillaire, sans ajout de facteurs 

de croissances autres que ceux contenus dans le milieu commercial de culture, ni 

d'inducteur comme le PMA. 

En effet, Annie Black a observé en 1998 que des HUVECs co-cultivées, dans 

une éponge de collagène/chitosane/glycoaminoglycanes, avec des fibroblastes 

dermiques humains sécrétant de la matrice extracellulaire s'organisent spontanément 

en capillaires (296). Ces capillaires possèdent une lumière définie, sécrètent une lame 

basale riche en collagène IV et en laminine. Les cellules endothéliales qui les 

composent sont liées par des jonctions intercellulaires spécifiques et présentent des 

caractéristiques propres à la microvasculature native comme la présence de corps de 

Weibel-Palade. En 2004, Pierre-Luc Tremblay a démontré dans notre laboratoire que 

le réseau capillaire spontanément formé in vitro par les cellules endothéliales 

humaines dans un substitut cutané est fonctionnel et s'anastomose avec le réseau 

vasculaire murin seulement 4 jours après l'implantation sur une souris athymique 

(218). 

Plus récemment, en 2009, une équipe californienne a démontré que des 

HUVECs co-cultivées avec des fibroblastes dans un gel de fibrine sont capables de 

s'organiser spontanément en réseau capillaire en 7 jours de culture in vitro (Figure 

21) (297). Lors d'une greffe sous cutanée à une souris athymique, le réseau 

microvasculaire contenu dans le gel de fibrine est capable de s'anastomoser en 5 

jours avec le réseau vasculaire de l'hôte. De plus, la prévascularisation semble 

stimuler l'activité cellulaire et le remodelage tissulaire. 
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Figure 21 : Les HUVECs, transduites avec la red fluorescence protein (RFP), s'organisent 
spontanément en réseau capillaire lorsqu'elles sont cultivées pendant 7 jours en présence de 
fibroblastes dans un gel de fibrine. Échelle : 100 mm. Tiré de (297). 

La prévascularisation d'un substitut diminue les temps d'inosculation avec le 

réseau vasculaire de l'hôte. En effet, alors que l'anastomose des deux réseaux semble 

intervenir aux environs du 5eme jour pour un substitut microvascularisé in vitro, les 

délais sont d'au moins 10 jours dans le cas des substituts dans lesquels les cellules 

endothéliales ne sont pas préalablement organisées en réseau (261, 262). 

La prévascularisation des greffons semble donc être un pré-requis 

indispensable pour améliorer la prise de la greffe lors de cette période critique que 

sont les premiers jours postopératoires. 

La majorité des modèles décrits dans cette partie sont des substituts cutanés. 

La reconstruction de cet organe est l'objet de recherches actives car ses applications 

sont nombreuses. En effet, d'un point de vue clinique, la greffe de substituts cutanés 

de plus en plus sophistiqués et complets améliore la survie et la vie des patients 

grands brûlés. D'un point de vue fondamental, c'est un modèle de choix pour étudier 

des pathologies typiques variées. Nous allons donc faire le point sur les 

caractéristiques structurales et fonctionnelles de cet organe avant de décrire nos 

hypothèses et objectifs de recherche. 



63 

4. Mise en contexte 
4.1. La peau normale humaine 

4.1.1. Fonctions 

La peau est composée de deux compartiments, l'épiderme et le derme, qui 

reposent sur le tissu graisseux sous-cutané (Figure 22). Sa surface et son poids en font 

l'organe le plus lourd du corps humain. La peau a une surface d'environ 2 m2 chez 

l'adulte et un poids de 4,5 à 5 kg. Son épaisseur varie entre 0,5 mm sur les paupières 

et 3 mm sous les talons ; elle est de 1 à 2 mm sur la majeure partie du corps (298). 

Crêtes épidenniques 
Papilles dermiques 

Capillaires 
Plexus capillaire superficiel 

Glande sébacée 
Canal sudoripare 

Muscle arecteur 

Follicule pileux 

Plexus capillaire profom 

Tissu conjonctif lâche 

Lobules ai 

Epiderme 

Derme 

Hypoderme 

Figure 22 : Schéma de la structure de la peau normale humaine. Adapté de (144). 

La peau protège notre organisme des agressions mécaniques, physiques, 

chimiques ou microbiennes du milieu extérieur, entre autres, grâce à ses propriétés 

d'imperméabilité, de résistance et de souplesse et à des mécanismes immunologiques. 

Cette fonction de barrière est principalement remplie par l'épiderme et plus 

particulièrement par le produit de sa différenciation terminale : la couche cornée. La 

peau peut aussi être considérée comme un organe immunitaire (299). Les cellules 
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immunitaires du derme et de l'épiderme participent à la défense de l'organisme 

contre les pathogènes, en particulier grâce à de nombreuses cellules dendritiques 

cutanées qui jouent un rôle central dans la détection du danger et l'initiation de la 

réponse immunitaire innée et acquise. Il y a deux populations principales de cellules 

dentritiques dans la peau normale humaine : les cellules de Langerhans situées dans 

la couche basale de l'épiderme qui sont de puissantes cellules présentatrices 

d'antigènes, et les cellules dentritiques du derme qui ont le potentiel d'intemaliser des 

antigènes, de migrer et d'interagir avec les lymphocytes T. 

Sous l'action des UVB, les mêmes rayonnements solaires qui induisent la 

plupart des cancers cutanés, la peau synthétise de la vitamine D (300). L'énergie 

thermique apportée par les UVB convertit le 7-deshydrocholestérol contenu dans la 

peau en pré-vitamine D3. Cette pré-vitamine passera dans la circulation sanguine et 

rejoindra le foie où elle sera hydroxylée en vitamine D. Pour l'homme, il existe deux 

sources de vitamine D : les radiations solaires UVB et l'alimentation. Cependant, 

malgré l'enrichissement de certains aliments comme le lait, le jus d'orange et les 

céréales aux États-Unis ou les margarines en Europe, l'apport alimentaire reste faible 

(301). Une carence en vitamine D a de nombreux effets néfastes pour l'organisme, 

comme le développement des maladies cardiovasculaires, des problèmes osseux, de 

l'hypertension, des diabètes, des scléroses multiples, de l'arthrite rhumatoïde, de la 

dégénérescence maculaire et des maladies mentales (302). 

La peau contient de nombreuses annexes cutanées que sont les poils et 

follicules pileux, les ongles et les glandes, aussi bien sudoripares que sébacées. 

L'excrétion de la sueur par les glandes sudoripares assure non seulement la régulation 

de la température corporelle mais aussi l'élimination de substances nocives comme 

l'urée ou l'ammoniaque (19). Chez l'humain, le sébum produit par les glandes 

sébacées remplit plusieurs fonctions comme la photoprotection, une activité 

antimicrobienne et la libération d'antioxydants sur la surface de l'épiderme (303, 

304). La peau contient aussi des terminaisons nerveuses qui en font un organe 

sensoriel (305). En effet, les neurones sensitifs du système nerveux périphérique 
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projettent des fibres afférentes dans la peau. Elles passent à travers le derme, 

pénètrent la membrane basale pour innerver les cellules de l'épiderme ou restent 

libres et assurent la réception des stimuli tactiles, thermiques et nociceptifs. 

Le derme, séparé de l'épiderme par une membrane basale, est riche en réseaux 

microvasculaires, aussi bien sanguins que lymphatiques. La microcirculation 

sanguine fournit les cellules en nutriments et O2, notamment à celles de l'épiderme 

avasculaire, et élimine leurs déchets métaboliques et le CO2. Cependant, elle assure 

aussi d'autres fonctions au niveau de la peau. La régulation du flux sanguin dans la 

microcirculation cutanée assure le contrôle de l'homéostasie thermique à l'échelle de 

l'organisme (306). Ainsi, lors d'une hyperthermic, le flux sanguin cutané peut 

atteindre 6 à 8 litres par minute (307). Lors d'une exposition des extrémités au froid, 

la microcirculation cutanée s'adapte rapidement, en moins de dix minutes, et répond 

par une vasodilatation afin de protéger l'extrémité des doigts d'une lésion locale 

potentielle (308). De plus, les sujets qui sont souvent exposés aux variations 

thermiques, comme les pêcheurs en haute mer par exemple, développent une 

vasodilatation induite par le froid plus rapide et efficace. Stephen et son équipe ont 

démontré en 2009 que la perfusion sanguine cutanée et la couleur de la peau qui en 

découle influencent la perception de l'état de santé chez l'être humain et donc son 

choix de partenaire sexuel (309, 310). 

L'hypoderme, aussi appelé tissu conjonctif sous-cutané, est un tissu graisseux 

plus ou moins abondant en fonction des individus et des parties du corps. Il constitue 

un important réservoir énergétique et fournit une isolation thermique à l'organisme 

mais aussi mécanique aux structures sous-jacentes (18). 

4.1.2. Structure 

La Figure 23 est une coloration au trichrome de Masson d'une biopsie cutanée 

récoltée après une réduction mammaire. Elle illustre bien l'histologie de cet organe. 
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Figure 23 : Peau normale humaine provenant d'une réduction mammaire, colorée au trichrome de 
Masson. A. Epiderme recouvrant le derme qui contient les annexes cutanées comme les poils. B. 
L'épiderme différencié repose sur la jonction dermo-épidermique (ligne pointillée). La flèche noire 
indique un melanocyte dans la couche basale de l'épiderme. En bleu : les collagènes, en rose : les 
cellules. 

L'épiderme est un epithelium stratifié squameux kératinisé avasculaire. Les 

kératinocytes subissent une différenciation terminale en s'éloignant de la jonction 

dermo-épidermique. De la plus profonde à la plus superficielle, les strates de 

l'épiderme sont la couche basale, la couche épineuse, la couche claire, la couche 

granuleuse et la couche cornée (18, 311, 312). Au fil de leur différenciation, les 

kératinocytes synthétisent et sécrètent des lipides dans les espaces intercellulaires. 

La couche basale, ou couche germinative, est liée mécaniquement au derme 

par la membrane basale, riche en laminines et collagène de type VII, qui constitue la 

jonction dermo-épidermique. Les kératinocytes qui la composent, mitotiquement très 

actifs, assurent le renouvellement des cellules qui se différencient et donc régénèrent 

l'épiderme. 
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Les cellules de la couche épineuse ont une forme irrégulière et hérissée. C'est 

dans cette strate que sont disséminés des granules de mélanines et des macrophages. 

Dans la couche granuleuse, les kératinocytes s'aplatissent, leurs noyaux et 

leurs organites commencent à se désintégrer et ils accumulent des granules de 

kératohyaline, d'où le nom de cette strate. Les cellules épidenniques situées au-

dessus de cette couche relativement imperméable meurent par manque de diffusion 

des nutriments. 

La couche claire n'est présente que dans la peau épaisse, c'est-à-dire sur la 

paume des mains, le bout des doigts et la plante des pieds. 

La couche cornée est composée de cornéocytes, ou kératinocytes morts, 

enrichis en protéines comme les kératines et d'une matrice intercellulaire riche en 

lipides comme les céramides. Elle constitue la principale composante de la barrière 

épidermique. Cependant, les couches sous-jacentes y contribuent aussi par la 

présence de jonctions serrées et adhérentes, de desmosomes et d'éléments du 

cytosquelette. 

Environ 90% des cellules qui composent l'épiderme sont des kératinocytes, 

mais il contient aussi d'autres types cellulaires. Ainsi, les cellules de Langerhans sont 

localisées dans les couches basales et supra-basales de l'épiderme. Elles représentent 

entre 2 à 4% de la population cellulaire totale de ce compartiment et interviennent 

dans l'immunité cutanée (299). Les cellules de Merkel sont des cellules 

neuroendocrines retrouvées dans la couche basale de l'épiderme des vertébrés (305, 

313). Elles synthétisent de nombreux neuropeptides à l'intérieur de granules de 

sécrétion, sont étroitement associées à des fibres nerveuses sensitives et interviennent 

dans la mécanoréception. Un melanocyte et environ 36 kératinocytes voisins forment 

une unité épidermique de mélanisation. Les mélanines sont synthétisées dans les 

mélanosomes, guidées dans les dendrites des melanocytes et transférées aux 

kératinocytes où elles vont former une sorte de bouclier protecteur autour de leur 

noyau pour limiter l'impact néfaste des rayonnements solaires ultra-violets (UV) 

(314). 
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Le derme, riche en capillaires sanguins, lymphatiques et en récepteurs 

sensoriels, contient la plupart des annexes cutanées comme les follicules pileux ou les 

glandes. C'est un tissu conjonctif caractérisé par une abondante matrice 

extracellulaire synthétisée principalement par les fibroblastes (315). Cette matrice est 

composée de fibres de collagène, de fibres élastiques et de la substance fondamentale 

amorphe. Les collagènes sont principalement de type I, III et V qui représentent 

respectivement environ 70%, 20% et 3% de l'ensemble des collagènes dermiques. La 

principale fonction des fibres de collagène est de donner au derme son épaisseur et sa 

résistance aux forces de traction. Celle des fibres élastiques est de donner à la peau 

son élasticité. La substance fondamentale amorphe, qui contient essentiellement de 

l'acide hyaluronique qui est un glycoaminoglycane, forme un gel partiellement 

compressible, permettant la circulation de l'eau et des molécules dissoutes. La 

matrice extracellulaire dermique joue aussi un rôle de réservoir de facteurs de 

croissance. La zone superficielle du derme contient les papilles dermiques qui sont à 

l'origine des crêtes épidenniques produisant les empreintes digitales (316). 

4.1.3. Réseaux microvasculaires 

La microcirculation cutanée sanguine est organisée en deux plexus vasculaires 

horizontaux aux fonctions spécifiques (Figure 24) (317). 

Le premier, superficiel, est situé dans le derme papillaire à 1 à 2 mm sous la 

surface de la peau. Il se ramifie verticalement en formant des boucles capillaires dans 

les papilles dermiques qui assurent les échanges d'oxygène et de nutriments pour les 

tissus environnants (318). 

Le second, plus profond, est localisé à la jonction dermo-hypodermique. Il 

contribue à hauteur de 85% environ à la circulation sanguine cutanée totale, offrant 

ainsi une grande surface pour la thermorégulation (306). 

Des arterioles ascendantes couplées à des veinules descendantes relient les 

deux plexus. À la jonction dermo-hypodermique, des veines à valves bicuspides 

collectent le sang et préviennent son reflux. 
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Figure 24 : Représentation schématique de l'architecture vasculaire cutanée avec ses deux plexus 
parallèles à la surface. L'épiderme n'est pas illustré pour alléger le dessin. Adapté de (319). 

De même, les capillaires lymphatiques forment deux plexus parallèles, 

associés aux plexus sanguins (Figure 25). 

Figure 25 : Interactions entre les réseaux capillaires sanguins et lymphatiques dans la peau. A. Schéma 
des relations entre ces réseaux dans le derme. Les vaisseaux lymphatiques sont en blanc, les arterioles 
en rouge et les veines en bleu. Tiré de (72). B. Immunodetection, par microscopie confocale, des 
capillaires sanguins (en rouge) et lymphatiques (en vert) dans une peau d'oreille de souris. Les 
capillaires sanguins sont marqués avec PECAM-1 et les capillaires lymphatiques avec LYVE-1. 
Remarquez les extrémités en cul-de-sac des capillaires lymphatiques (flèches blanches). Adapté de 
(320). 

Le plexus superficiel, composé de vaisseaux sans valve, s'étend dans le derme 

papillaire (103). Alors que l'essentiel du réseau capillaire sanguin est situé 

immédiatement sous l'épiderme, les capillaires lymphatiques sont plus éloignés. Le 

plexus superficiel se ramifie verticalement en vaisseaux lymphatiques plus larges 
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jusqu'au derme inférieur et à la jonction dermo-hypodermique (321). Le plexus 

lymphatique profond est situé sous le plexus sanguin profond. Tout comme les 

veinules collectrices du derme inférieur, les vaisseaux lymphatiques profonds 

contiennent de nombreuses valves. Alors que les vaisseaux sanguins sont retrouvés à 

la jonction dermo-hypodermique et à l'intérieur même de l'hypoderme, les vaisseaux 

lymphatiques ne pénètrent pas dans l'hypoderme (322). 

Bien que les plexus sanguins et capillaires soient souvent directement 

superposés, ils ne s'anastomosent jamais (323). 

Ryan et son équipe ont vérifié par immunohistochimie, dans de la peau 

humaine de scrotum riche en réseaux capillaires et lymphatiques, qu'il existe des 

différences significatives d'expression de marqueurs microvasculaires entre ces deux 

types endothéliaux (74). Les marqueurs typiques des cellules endothéliales sanguines 

comme PAL-E et le facteur de Von Willebrand ne sont que très peu exprimés dans 

les cellules lymphatiques. En ce qui concerne les molécules d'adhésion cellulaire 

classiquement exprimées par les cellules endothéliales sanguines comme la E-

sélectine, ICAM-1 et VCAM-1, elles ne sont pas retrouvées dans l'endothélium 

lymphatique. Seule PECAM-1 est exprimée. Enfin, la membrane basale des 

capillaires lymphatiques n'est pas continue, ne contient pas d'héparane sulfate 

protéoglycane mais du collagène de type IV. Enfin, les capillaires lymphatiques ne 

sont pas stabilisés par des pericytes car il n'y a pas de cellules positives à Valpha-

smooth muscle actin (a-SMA) autour d'eux. 

Reynolds et ses collaborateurs ont démontré récemment, grâce à l'étude de 

nombreux résultats de lymphoscintigraphies réalisées dans le cadre de traitements de 

mélanome cutanés, que le drainage lymphatique de la peau est très variable entre les 

patients (324, 325). Leurs résultats sont de première importance car ils indiquent que 

le drainage lymphatique cutané réel diffère des descriptions anatomiques classiques 

utilisées par les cliniciens pour prédire la localisation des ganglions sentinelles à 

biopsier pour décider de la suite du traitement du mélanome cutané. 
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Afin d'interpréter plus facilement les résultats présentés plus loin dans ce 

mémoire, il est important de comprendre que des sections planes d'un réseau 3D de 

tubes interconnectés apparaîtront en 2D sous forme de cercles, d'ellipses ou de 

section longitudinales de cylindres (Figure 26). 
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Figure 26 : Schématisation d'une coupe transversale d'un réseau de tubes interconnectés. La figure 
montre, à gauche un réseau 3D qui pourrait correspondre à un réseau microvasculaire et à droite les 
ellipses résultant d'une section transversale de ce réseau. Tiré de (174) 

4.2. La technique d'auto-assemblage 

4.2.1. Principe 

Notre laboratoire a développé la technique d'auto-assemblage dont le principe 

est de stimuler les cellules avec de l'acide ascorbique (ou vitamine C) pour qu'elles 

synthétisent et sécrètent leur propre matrice extracellulaire (Figure 27). 

MEC 

ascorbique 

Figure 27 : Principe de la technique d'auto-assemblage. Les cellules, stimulées par la présence d'acide 
ascorbique dans le milieu, créent leur propre microenvironnement en sécrétant de la matrice 
extracellulaire (MEC), jusqu'à former un feuillet manipulable. 

En effet, l'acide ascorbique est l'un des cofacteurs des prolyl-hydroxylases et 

lysyl-hydroxylases. Ces enzymes catalysent l'hydroxylation de la proline et de la 

lysine respectivement en hydroxyproline et en hydroxylysine grâce aux électrons 

libérés par l'interconversion de la vitamine C entre la forme ascorbate et 

deshydroascorbate (326, 327). 
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Ces hydroxylases, localisées dans le reticulum endoplasmique des cellules, 

sont indispensables à l'assemblage intracellulaire de la triple hélice de collagène. En 

effet, les résidus hydroxyprolines de la séquence du procollagène se lient par des 

ponts hydrogènes pour assurer la structure tertiaire en triple hélice propre au 

collagène mature. Plus de 35% des résidus prolines du procollagène doivent être 

hydroxylés pour que la conformation en triple hélice du collagène soit conservée à la 

température physiologique de 37°C (328). L'hydroxylation de la lysine est nécessaire 

à l'organisation des fibres de collagène (329). 

L'acide ascorbique a des effets directs sur l'hydroxylation et la stabilisation de 

la triple hélice de collagène, mais aussi sur sa sécrétion. En effet, Lyons et Schwarz 

puis Schwarz tout seul ont démontré que l'acide ascorbique augmente le taux de 

sécrétion du collagène, en particulier dans des cultures primaires de cellules de 

tendon de poulet en présence de 50 pM de vitamine C, où ils notaient une 

augmentation de 6 fois de son taux de sécrétion (330, 331). L'acide ascorbique 

intervient aussi au niveau de l'expression génétique en augmentant la transcription du 

gène de collagène I (330). De plus, Davidson et son équipe ont démontré en 1997 que 

dans des fibroblastes dermiques porcins cultivés avec 50 pM d'acide ascorbique, 

l'ARNm du collagène I (COL1A2) était stabilisé, avec un temps de demi-vie passant 

de 7h sans acide ascorbique à 33 h avec (332). 

L'acide ascorbique concoure donc, par ces multiples effets, à augmenter la 

synthèse de collagènes et de matrice extracellulaire par les cellules. 

Une carence en acide ascorbique entraine une maladie nommée scorbut ou 

maladie des marins, décrite il y a plusieurs siècles par Lind. Cette maladie se 

manifeste initialement par une fatigue intense, puis par des œdèmes dans les bras et 

les jambes, une perte d'intégrité des tissus conjonctifs et une fragilité des vaisseaux 

sanguins, des gencives, des tendons et de la peau (333). Cette maladie très répandue 

chez les marins du XVème au XVIIème siècle fut combattue grâce à l'introduction 

dans leur régime d'aliments très riches en vitamine C comme la choucroute et le 

citron. Une fois arrivée au Canada, les colons ont pu utiliser la bière d'épinette pour 

combattre le scorbut (334). 
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4.2.2. Avantages et limites 

Le principal avantage de la technique d'auto-assemblage est que les substituts 

tissulaires qui en résultent ne contiennent absolument aucun biomatériau ou matière 

exogène. Cette caractéristique garantit une totale biocompatibilité du tissu lors d'une 

greffe. Son intégration sera donc plus rapide et évitera la phase de résorption qui 

caractérise l'utilisation clinique de substituts reconstruits à l'aide de matrice exogène 

qui conduisent généralement à une réaction inflammatoire (280). 

La matrice extracellulaire sécrétée par les cellules correspond à leurs besoins, 

ce qui assure la mise en place d'interactions cellules-cellules et cellules-matrice 

totalement physiologiques, habituellement perdues lors de la culture classique en 2D 

sur du plastique (335). 

De plus, à partir d'une unique biopsie de peau, nous sommes capables 

d'extraire les trois types cellulaires utilisés lors de la reconstruction d'un substitut 

cutané microvascularisé, à savoir les kératinocytes, les fibroblastes dermiques et les 

cellules endothéliales microvasculaires (244). D'un point de vue clinique, le 

prélèvement d'une biopsie cutanée n'est pas considéré comme invasif, nous sommes 

donc capables de reconstruire pour des patients des substituts totalement autologues. 

Cette propriété a une conséquence d'une extrême importance pour la vie du patient 

puisque cela signifie qu'il n'y aura pas de rejet de la greffe et qu'il n'aura pas à 

prendre un traitement immunosuppressif durant le reste de sa vie. Il faut savoir que 

l'immunosuppression iatrogène à long terme, le corollaire inévitable d'une greffe 

d'organe non autologue, a de nombreux effets délétères suivant la classe du 

médicament utilisé, comme une augmentation des risques d'infection, une 

hypersensibilité, l'apparition de diabètes, des retards de croissance, de l'hirsutisme et 

surtout l'apparition de cancers cutanés multiples (336-339). 

L'équipe de Boyce a démontré, à la fois in vitro et in vivo, l'effet bénéfique de 

l'acide ascorbique sur les propriétés biologiques et physiques de son substitut cutané 

(340). D'après leur étude, les substituts cutanés cultivés avec addition de vitamine C 

au milieu ont, in vitro, une meilleure viabilité cellulaire, une jonction dermo-

épidermique plus physiologique et une fonction de barrière épidermique améliorée 

comparés aux substituts cultivés sans vitamine C. De plus, la culture avec de l'acide 
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ascorbique limite la contraction du substitut après la transplantation sur la souris et 

favorise la prise de la greffe. 

La limite majeure de l'approche par auto-assemblage est liée à sa principale 

qualité. Étant donné qu'aucune matrice exogène n'est utilisée, l'épaisseur des tissus 

reconstruits reste à l'échelle cellulaire. En effet, l'épaisseur moyenne de deux feuillets 

de fibroblastes dermiques superposés est de 83,6 ± 16,3 pm (341). 

Enfin, il faut aussi noter le temps que mettent les cellules à synthétiser leur 

matrice extracellulaire. En effet, il faut entre 21 et 28 jours à des fibroblastes 

dermiques pour synthétiser un feuillet de matrice suffisamment dense pour être 

manipulable (342). Les feuillets de kératinocytes appliqués sur des patients grands 

brûlés sont plus rapides à obtenir. Ainsi, à partir d'une biopsie cutanée de 1 cm2, la 

culture in vitro permet d'obtenir une surface de 6000 cm2 d'épiderme en environ 14 

jours (343). 

4.3. Objectifs 

Une étude précédente menée par Annie Black en 1998 au laboratoire a 

démontré que dans un modèle de peau reconstruite dans une éponge de 

collagène/chitosane/glycoaminoglycanes, les cellules endothéliales humaines 

s'organisent spontanément en un réseau capillaire, avec la présence d'une lumière et 

la synthèse d'une lame basale (296). Cependant, comme nous l'avons démontré au 

cours de cette partie, il apparait que les applications cliniques de ce type de modèle 

sont limitées du fait de la présence de matériaux exogènes comme les collagènes 

bovins, le chitosane provenant de la carapace de crevettes et les glycoaminoglycanes 

extraits de la cloison nasale de mouton (344). 

Dans un premier temps, nous avons souhaité étudier le comportement des 

cellules endothéliales dans un substitut cutané reconstruit par auto-assemblage afin de 

vérifier leur organisation spontanée en réseau microvasculaire. Avec ce modèle de 

substitut cutané microvascularisé plus physiologique que celui de l'éponge de 

collagène, les applications cliniques comme le soin des grands brûlés ou le traitement 
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des ulcères cutanés seraient plus rapidement envisageables. Le chapitre 2 expose 

donc la mise au point de ce modèle, aussi bien avec des cellules endothéliales 

d'origine microvasculaire cutanée que d'origine ombilicale. Il nous a semblé 

primordial de vérifier la fonctionnalité de ce réseau microvasculaire reconstruit in 

vitro. Aussi, nous décrivons le remodelage du réseau microvasculaire contenu dans 

notre substitut cutané lorsqu'il est greffé in vivo sur un modèle animal qu'est la souris 

nue. 

Face à l'absence de modèles d'études des mélanomes physiologiquement 

pertinents, nous avons décidé, dans un troisième temps, de mettre au point un modèle 

de substitut cutané tumoral humain composé à la fois d'un épiderme et d'un derme 

microvascularisé. Cette composante microvasculaire est absente de la plupart des 

modèles actuels, ce qui nous semble être un manque flagrant puisque l'angiogenèse 

tumorale joue un rôle majeur dans le développement et la croissance de la plupart des 

tumeurs. En premier lieu, nous avons essayé de mettre au point ce substitut cutané 

microvascularisé tumoral à partir du modèle largement caractérisé et utilisé au 

laboratoire qu'est l'éponge de collagène/chitosane/glycoaminoglycanes. Cependant, 

nous avons observé qu'une des lignées humaines métastatiques de mélanome avec 

laquelle nous travaillions enclenchait un processus de mort cellulaire une fois 

ensemencée sur ce substrat. 

Finalement, dans le chapitre 3 nous décrivons la mise au point d'un modèle 

tridimensionnel d'étude in vitro de la progression du mélanome à partir de la 

technique d'auto-assemblage. L'objectif est que les différentes lignées de mélanomes 

humains avec lesquelles nous travaillons, qu'elles soient issues d'un site métastatique 

ou d'un site primaire de lésion, conservent leurs propriétés d'agressivité et 

reproduisent les mêmes comportements qu'w situ chez les patients dont elles ont été 

extraites. 

Enfin, il a été observé sur des coupes paraffinées de tumeurs humaines que les 

cellules agressives de mélanomes fusionnent avec la membrane cytoplasmique des 

cellules endothéliales lymphatiques, la détruisent et finalement accèdent à la lumière 
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du capillaire (345). En effet, étant donné que les capillaires lymphatiques ont peu ou 

pas de membrane basale et que leurs jonctions intercellulaires sont plus lâches que 

celles des cellules endothéliales sanguines, les cellules cancéreuses semblent 

préférentiellement choisir cette voie pour métastaser (346, 347). L'envahissement des 

ganglions lymphatiques est un des facteurs les plus importants pour juger de 

l'agressivité de la tumeur. Afin d'augmenter la puissance et la pertinence de notre 

modèle de substitut cutané microvascularisé tumoral, nous nous sommes donc 

intéressés à l'idée d'y introduire une composante lymphatique. Le chapitre 4 décrit la 

stratégie que nous avons adoptée et nos résultats préliminaires concernant l'extraction 

et la purification de cellules endothéliales lymphatiques à partir de biopsies cutanées. 

Nous supposons qu'une fois ensemencées dans notre substitut cutané elles 

s'organiseront spontanément en réseau, comme c'est le cas des cellules endothéliales 

sanguines. À notre connaissance, il s'agirait de la toute première reconstruction in 

vitro de capillaires lymphatiques par génie tissulaire au monde. 

La Figure 28 schématise les différents objectifs de nos travaux de recherche 

de doctorat visant à introduire un réseau microvasculaire, aussi bien sanguin que 

lymphatique, dans un substitut cutané reconstruit par génie tissulaire par la technique 

d'auto-assemblage, dans des conditions saines et dans des conditions tumorales. 
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Figure 28 : Schéma d'un substitut cutané reconstruit par auto-assemblage. Les différents types 
cellulaires présents in vivo dans la peau interagissent in vitro les uns avec les autres pour créer un 
environnement proche de la physiologie normale ou tumorale. 



Chapitre 2 : La présence d'un réseau microvasculaire 

favorise la revascularisation in vivo d'un substitut 

cutané microvascularisé reconstruit par génie 

tissulaire 

Ce chapitre fait l'objet d'un manuscrit accepté par Tissue Engineering Part A le 21 

Mai 2010 et constitue la version finale telle que publiée dans ce journal. La totalité de 

cet article a été écrit à partir de mes travaux. J'ai développé le projet et le modèle, 

structuré et écrit le document. Todd Galbraith a réalisé la quantification de l'activité 

luciférases contenue dans les biopsies et a rédigé la partie « matériels et méthodes » 

s'y rapportant. Drs Auger et Huot ont relu ce manuscrit. 
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1. Résumé 

Le manque ou l'absence de vascularisation est la principale cause d'échec des 

greffes cutanées sur des patients souffrant de blessures étendues. Pour ces victimes de 

traumas, la meilleure alternative à une greffe de peau pleine-épaisseur serait le 

recouvrement de la plaie avec une peau autologue reconstruite in vitro, composée à la 

fois d'un épiderme et d'un derme microvascularisé correctement. Nous avons mis au 

point, avec la technique d'auto-assemblage, une peau reconstruite microvascularisée 

(PRM) qui est générée à partir de culture de cellules autologues, sans ajout de facteur 

de croissance ou de support matriciel. L'inosculation du réseau microvasculaire 

contenu dans la PRM avec celui de l'hôte intervient en moins de quatre jours après la 

greffe sur des souris athymiques. Nous avons, dans le même temps, observé une 

colonisation active de la partie dermique de nos substituts par les capillaires de l'hôte, 

bourgeonnant depuis le lit de la plaie. Ainsi, le réseau microvasculaire reconstmit in 

vitro contenu dans notre substitut cutané 3D développe non seulement des 

anastomoses fonctionnelles avec les vaisseaux mutins mais favorise aussi, par rapport 

au contrôle non endothélialisé, une vascularisation rapide, complète et optimale du 

substitut implanté. Notre modèle offre donc des perspectives d'applications cliniques 

intéressantes, notamment en médecine régénératrice en menant à une 

revascularisation plus rapide des greffons. De plus, la PRM pourra être un modèle 

utile d'étude du processus d'angiogenèse in vitro. 
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2.1. Abstract 

Delayed or absence of vascularization is one of the major reasons for skin 

engraftment failure in patients with extensive bums. For such trauma victims, the best 

alternative to a split-thickness graft would be wound coverage with an autologous in 

vitro reconstructed skin (RS) combining dermis and epidermis with an appropriate 

microvascularization. We have developed an endothelialized reconstructed skin 

(ERS) based on our self-assembly approach, which is generated from autologous 

cultured cells without any exogenous angiogenic growth factor or scaffold. After 

transplantation in athymic mice, an early inosculation between the graft and host 

vasculatures occurred within 4 days. We also concurrently detected an active invasion 

of the dermis by host capillaries sprouting from the wound bed. Thus, the 

microvascular network constructed in vitro within our 3D skin substitute did not only 

develop functional anastomoses with the host's blood vessels but also promoted a 

rapid, complete and optimal vascularization of the implanted tissues by exerting an 

angiogenic effect compared to control RS. Our model may bring about interesting 

possibilities for regenerative medicine by leading to faster vascularization in clinical 

applications. In addition, the ERS can be a useful in vitro angiogenesis model. 

2.2. Introduction 

Tissue defects created by acute traumas such as bums or chronic wounds like 

skin ulcers may be repaired using biological substitutes. Current research strives to 

develop new skin substitutes with reduced engraftment failure combined witii 

superior physiological appearance and function of skin after wound healing. 

When the dermal layer has been destroyed, the application of an epidermal 

substitute is not enough to ensure optimal healing. In such a case, the development of 

a bilayered substitute of adequate thickness is preferred. The epidermal layer is 

essential to restore control of fluid loss, body temperature and protection against 

bacteria, while the dermal layer gives the skin its elasticity and strength. Currently, 

numerous products are commercially available for wound treatment. Some of them 

are tissue-engineered products, with or without living cells (1). An important 

limitation during treatment with large three-dimensional (3D) skin substitutes for 
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extensive permanent wound coverage is whether they will rapidly become 

vascularized, thus preventing necrosis and the ensuing loss of the protective epithelial 

barrier. Indeed, cells require oxygen and nutrients for their survival and are therefore 

located within 100 to 200 pm of blood vessels, which is the diffusion limit for 

oxygen (2). Long-term survival and function of such 3D substitutes depend on rapid 

development of new blood vessels that will provide nutrients and oxygen to the cells, 

not only at the margin, but also in the center of the tissue grafts. 

Thus, pre-microvascularization of skin substitutes will significantly enhance 

the efficacy and quality of wound healing. Different approaches are currently used to 

improve vascularization of skin substitutes before or after transplantation (3-6). The 

use of growth factors via absorption or incorporation into natural or synthetic 

scaffolds triggers their localized and sustained delivery and thus promoting 

vascularization (for review see (7)). A sustained release of vascular endothelial 

growth factor (VEGF) was observed for over 70 days from copolymers of lactic and 

glycolic acid (PLGA) sponges (8). Basic fibroblast growth factor (bFGF) enhances 

the vascularization into a poly(vinyl alcohol) porous sponge (9) or in porous alginate 

scaffolds (10). Transplanted cells can also be genetically modified to produce 

angiogenic proteins that promote better and faster vascularization. For example, 

Boyce et al,. built skin substitutes with kératinocytes that were genetically modified 

to overexpress platelet-derived growth factor (PDGF) (11) or VEGF (12-14). Another 

approach is to modify endothelial cells with a caspase-resistant Bcl-2 protein in order 

to enhance their survival (15, 16). Although angiogenic growth factor release seems 

safer and more clinically applicable than the use of genetically modified cells, tissue 

constructs which comprise synthetic or xenogenic components are liable to initiate 

adverse immune reaction. 

Experimental results previously published by our laboratory indicate that 

endothelial cells can spontaneously assemble into capillary-like structures and 

microvascular networks when co-cultured with fibroblasts in skin substitutes 

produced in vitro with biological biomaterials (17). We have also shown that after 

grafting such substitutes on nude mice, this network will inosculate with the host's 

own vascular system within 4 days instead of the 14 days needed for complete 
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vascularization with non vascularized skin substitutes (18). In this study, we present a 

new model of ERS in which the angiogenic process takes place without the addition 

of any exogenous modulator-like growth factors, except those present in the 

commercially available culture media we used, and without any exogenous scaffold. 

We describe here the in vivo remodeling of a tissue-engineered microvascular 

network within a human skin substitute, which was grown in vitro and transplanted 

onto nude mice. 

2.3. Materials and Methods 

Human cell isolation. Human kératinocytes and fibroblasts were isolated from 

human skin biopsies after breast reductive surgeries as previously described (19, 20). 

Human microvascular endothelial cells (HMVEC) were purified from the foreskin of 

a healthy baby using Dynabeads CD31 (Dynal Biotech, NY, USA); human umbilical 

vein endothelial cells (HUVEC) were obtained from the umbilical cord of healthy 

newborn by enzymatic digestion as previously described (21). These two types of 

endothelial cells were transduced by lentiviral vectors to provide stable luciferase and 

green fluorescent protein (GFP) expression (22, 23). Transductions were graciously 

performed in Dr. J.A. Medin's laboratory (Ontario Cancer Institute, Toronto, 

Canada). 

Reconstructed skin and endothelialized reconstructed skin preparation. The self-

assembly approach (24, 25) was used to produce two different tissues : the control, 

reconstructed skin (RS) and the endothelialized reconstructed skin (ERS). 

Schematically, the dermal layer of the tissue-engineered skin was composed of three 

sheets of fibroblasts. The two inferior sheets were plated with or without HUVEC 

while a superior third sheet was seeded with kératinocytes to provide the epidermal 

layer. Fibroblasts were seeded at a concentration of 15,000 cells/cm2 in the presence 

of a paper anchor and grown for three weeks in Dulbecco-Vogt modification of 

Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplemented with 

10% fetal calf serum (FCS) (HyClone, Logan, UT, USA), 100 U/mL penicillin 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 25 pg/mL gentamicin (Schering, Pointe 
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Claire, Canada) and 50 pg/mL of ascorbic acid (Sigma) in 8% C02 and at 37°C. 

After 21 days, HUVEC or HMVEC were plated on two sheets of the ERS at a 

concentration of 12,000 cells/cm2. Both were cultured for seven days in a medium of 

1:1 ratio of EGM-2 medium (Cambrex Bio Science Baltimore, Inc., USA) and 

DMEM supplemented with 10% FCS and 50 pg/mL of ascorbic acid. Concomitantly, 

on day 21, kératinocytes were plated on the last sheet at a concentration of 50,000 

cells/cm2 and grown in a 3:1 DMEM-Ham's F-12 medium (Invitrogen) supplemented 

with 5% newborn calf serum (NCS) (FetalCLone II, HyClone), 0.4 pg/mL 

hydrocortisone (Calbiochem, La Jolla, CA, USA), 5 pg/mL bovine insulin (Sigma), 

10 ng/mL human epidermal growth factor (Austral, San Ramon, CA, USA), 10-10 M 

cholera toxin (ICN, St-Laurent, Canada), 50 pg/ml ascorbic acid and antibiotics. 

Then, on day 28, cell sheets were stacked, attached with ligating clips (Ethicon Endo-

Surgery, Cincinnati, USA) and tissues were elevated to the air-liquid interface for two 

weeks in media described above, without epidermal growth factor. Media were 

changed three times a week. 

Animal and surgical manipulations. All animal procedures were performed using 

protocols approved by the Canadian Council on Animal Care. To prevent infections, 

adult male athymic nu/nu mice (42 days old) (Charles River Laboratories, Lasalle, 

Canada) were injected with ceftazidime (3 mg/mouse, Glaxo, Toronto, Canada) 24h 

before surgery, during the surgery and 24h after. Animals were anesthetized by 

inhalation of 3% Isoflurane USP (Schein Pharmaceutical, Etobicoke, Canada). Graft 

sites on the backs of adult male athymic nu/nu mice (42 days old) (Charles River 

Laboratories, Lasalle, Canada) were prepared by first removing a 2 cm2 piece of 

mouse skin and underlying panniculus camosus. A silicone Fusenig's chamber was 

then sutured into the defect (26). Tissue-engineered skins were deposited directly on 

the mouse dorsal muscle. A cap was used to close the chamber for two weeks after 

grafting. Three animals were used for each group (RS or ERS) and each timepoint. 

Mice were euthanized and grafts were harvested for analysis at 2, 4, 7, 14, and 30 

days post-transplantation. At the time of implant retrieval, no signs of infection were 

detected and inflammation was minimal. 
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Histological analysis. In order to conserve GFP inside human endothelial cells, 

sections of each graft were fixed in 3.7% formol at room temperature for 2 h, then 

placed in PBS 10% sucrose at 4° C and finally overnight in PBS 30% sucrose at 4° C 

as previously described (27). Biopsies were then paraffin-embedded for staining with 

Masson's trichrome. 

Immunohistochemical analysis. A section of each biopsy, fixed as described above, 

was embedded in OCT compound (Somengen, Edmonton, Canada) and stored at -

80°C. Immunohistochemical analysis of harvested tissue were realized on frozen 5 

pm or 25 pm sections permeabilized in 100% acetone at -20° C. Primary antibodies 

reactive with mouse CD31 (1/800, BD Pharmingen, Mississauga, Canada), human 

CD31 (1/800, Chemicon, Montreal, Canada), mouse red blood cells (1/800, 

Cedarlane, Hornby, Canada), laminin (1/100, Abeam, Cambridge, MA, USA) or 

collagen VII (1/200, Chemicon, Montreal, Canada) were used for characterization of 

vascular and basal membranes profiles. An Alexa-594 or -488 secondary antibody 

(1/800, Molecular Probes, Eugene, OR, USA), mixed with Hoechst 33258 (1/100) 

(Sigma) to stain the cell nuclei, was used to detect the primary antibody. Control 

incubations (replacement of primary antibody with PBS BSA 1%) were performed. 

All controls were negative. Sections were examined using a Nikon Eclipse E600 

fluorescence microscope (Nikon, Melville, NY, USA) or a Nikon C1 laser scanning 

confocal microscope (Nikon, Mississauga, Canada). 

Murine endothelial cell neovascularization evaluation. Murine vascular profiles in 

the dermal compartment of the skin substitutes were characterized by positive 

staining with mouse CD31. A total of 3 biopsies per condition were taken on days 2, 

4, and 7. Two samples, with the mean of two slides per sample, were analyzed for 

each triplicate of each group. The grafted dermis's height colonized by murine 

endothelial cell was measured using Adobe Photoshop CS3 software (Adobe 

Systems, San Jose, CA, USA) on digital microphotographs taken in 3 random high-

power fields. 
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Human endothelial cell density quantification. RS and ERS samples were 

weighed, snap frozen and stored at -80°C until use. A 20% homogenate 

(weight/volume) was prepared using a polytron probe (Qiagen, Mississauga, ON, 

Canada) in 4°C cell lysis buffer containing 250 mM Tris (BioRad, Mississauga, ON, 

Canada) with 0.5% triton X-100 (BioRad) and protease inhibitors (Roche, 

Missisauga, ON, Canada). After 3 snap freeze thaw cycles, samples were centrifuged 

at 13,000 g and 20 pi of cleared cell lysate was assayed in triplicate along with a 

standard curve of firefly luciferase enzyme (Sigma). An Orion II microplate 

luminometer (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Germany) injected 100 pi of 

D-luciferin substrate (Promega, Madison, WI, USA) with each sample and 

luminescence was captured over 10 seconds. Data is expressed as relative light units 

(RLUs) and shows quantitative levels of luciferase activity, which correlates to the 

human endothelial cell density in each skin equivalent. 

Statistical analysis. Differences between values were assessed by bilateral Student's 

t-test. All data were expressed as mean ± standard deviation (SD), and overall 

statistical significance was set at p < 0.05. Statistics and graphics were performed 

using Microsoft Office Excel 2007 software (Microsoft corporation, Issy-les-

Moulineaux, France). 

2.4. Results 
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Figure 1. Human ERS characterization before transplantation. A. Macroscopic view of ERS, 
graduations are in cm. B. Histochemical staining with Masson's trichrome of ERS shows a well-
stratified epidermis: stratum basal (a), stratum spinosum (b), stratum granulosum (c), stratum lucidum 
(d) and stratum corneum (e). Red arrows indicate capillary-like structures (CLS) formed by endothelial 
cells in a rich collagen dermis. In C + D, dermal and epidermal nuclei are stained in blue by Hoechst, 
immunohistochemical staining (red) indicates the dermal-epidermal junction in C with collagen VII 
staining and in (D) basement membranes with laminin staining. White arrows indicate CLS lumen 
surrounded by GFP+ (green) human endothelial cells. HUVEC (E) or HMVEC (F), in green, were 
organized in a branched microvascular network parallel to the ERS surface when observed by confocal 
microscopy. Pictures are representative of two independent experiments, each performed in triplicate. 
Scale bar = 100 um. 
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Endothelialized reconstructed skin characterization. Transplanted reconstructed 

skin (without anchorage) had a surface of 2.68 cm2 (Fig. 1A) and a thickness of 

approximately 300 pm, with an avascular epidermis of 100 pm (Fig. IB). After 4 

weeks of culture in vitro, the reconstructed skin exhibited a homogeneous, well-

developed, stratified and cornified human epidermis (Fig. IB). The basement 

membrane components (collagen VII and laminin) were detected at the dermal-

epidermal junction, showing a continuous line after maturation in vitro (Fig. 1C,D). 

In our model, human endothelial cells spontaneously formed capillary-like structures 

(CLS), as described previously (17, 28). These can be observed in transverse sections 

of ERS stained with Masson's trichrome (Fig. IB) and are associated with the 

expression of basement membrane components like laminin (Fig. ID) and collagen 

IV (data not shown), visualized by immunofluorescence analysis. Lumens are well-

defined in transverse sections of the ERS (Fig. ID). Reconstructed skin 

endothelialized with either HUVEC-GFP+ or HMVEC-GFP+ both showed the 

organization of CLS into a complex microvascular network with a branching 

morphology that seems to be more ramified with microvascular endothelial cells (Fig. 

1E,F). 

Remodeling of human microvascular network within 4 days after 

transplantation and development of functional anastomoses between the two 

microvascular networks. While the ERS included its own intrinsic microvascular 

system before implantation, the RS is considered as the negative control since it did 

not contain any human endothelial cell. A complete take of all grafts was observed 

only 2 days after transplantation. Macroscopically, both RS and ERS appeared to 

have adhered into underlying murine tissues 4 days after transplantation, but the 

bottom-side is much more vascularized in the ERS than in the RS (Fig. 2A). Within 

the graft, human capillaries had a physiological diameter varying between 15 and 20 

pm (Fig. 2B, C, D), forming a horizontal vascular plexus on the dermis. We showed 

that on day 4, microvessels lined with GFP+ human endothelial cells transported 

murine red blood cells (Fig. 2B). The presence of these cells in human capillaries is a 

clear demonstration of their functional anastomoses with the host's blood vessels 
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(inosculation) between 3 and 4 days post-transplantation. This observation was done 

in all grafted ERS. These human blood-containing vessels were homogeneously 

distributed in the graft both in the superficial zone of the dermis and in its deeper 

zone, ensuring an adequate perfusion of the whole graft. The inosculation 

phenomenon is a physical connection between two functional microvascular 

networks. Thus, we observed a well-defined co-localization between human and 

mouse endothelial cells inside the same capillary, often named a chimeric 

microvessels (29) (Fig. 2C). At the same time, we observed a regression of non-

perfused human blood capillaries, apparently due to apoptosis, as indicated by 

fragmented nuclei detected with Hoechst 33258 staining (30-32). Human endothelial 

cell nuclei, in non-perfused capillaries, demonstrated a chromatin distribution 

characteristic of apoptosis (Fig. 2D). 
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Figure 2. Vascular remodeling characterization of ERS on day 4. A. Macroscopic view of both sides 
of RS and ERS. Note the microvascular network filled with blood on the bottom side of the ERS. Scale 
bar = 500 um. B. Inosculation between human and murine vasculatures was verified with the presence 
of murine red blood cells (red) in CLS surrounded by HUVEC-GFP+ (green). C. The functional link 
between the two microvascular networks involved chimeric microvessels: composed of both murine 
endothelial cells immunostained with a specific antibody against murine CD31 (red) and HUVEC-
GFP+ (green). Nuclei are blue. D. Murine red blood cells are stained in red, HUVEC-GFP+ are green 
and nuclei are stained in blue by Hoechst 33258. The white arrow in the empty human capillary 
indicates condensed nuclei which is a typical indicator of apoptosis. Due to the level of magnification, 
B, C and D only display the dermal compartment of ERS. Pictures are representative of two 
independent experiments, each performed in triplicate. Scale bar = 50 um. 
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Medium-term regression of human endothelial cells. Human endothelial cells 

stably expressing luciferase allowed for quantitative analysis of endothelial cell 

density in biopsies harvested over time. Remodeling of the human microvascular 

network was analyzed over a 1 month period. Luciferase assay values from RS 

samples yielded background levels throughout this whole period. A significant 

decrease of the ERS luciferase values was observed between samples taken at the 

time of transplantation and those taken 2 days after, indicating a 7-fold reduction in 

the total number of living human endothelial cells present in the graft between these 2 

time-points (Fig. 3; p = 0.0006). Total endothelial cell number, as evaluated by 

luciferase assay values, stayed stable for the first week and began to decrease with a 

complete loss of detection after one month post-surgery. These results were supported 

by in situ fluorescence, since human endothelial cells also stably expressed GFP and 

by immunostaining using a specific antibody against human CD31. 
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Figure 3. Quantification of human endothelial cell density in skin substitutes over time. HUVEC 
stably expressed luciferase. Luciferase activity of biopsies (n=3) from each group (RS and ERS) were 
quantified using a luminometer. Luciferase activity was reported as total relative light units (Total 
RLU's). Values are given as means ± SD. **: p < 0.001. 
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Neovascularization of the human skin substitute by host endothelial cells. 

Neovascularization was quantified by image analysis of biopsy sections, by 

measuring the dermal thickness colonized by murine endothelial cells visualized with 

a murine specific marker, CD31. Epidermal thickness was not taken into account in 

data collection because it is an avascular compartment. We found that 2 days after 

transplantation, no murine endothelial cells could be detected in the implants, for both 

RS and ERS (Fig. 4A). The process of neovascularization took more than 2 days to 

occur in the skin substitute (Fig. 4B). However, after day 4, approximately 80% of 

ERS dermis thickness was colonized by murine microvessels, whereas this proportion 

was reduced to approximately 50% in RS, p < 0.001. Neovascularization started with 

the process of capillary growth in the lowermost portion of the dermis from the 

vascular bed of the wound. Indeed, murine endothelial cells mostly invaded the 

wound site from its bed but not at the margin, ensuring an adequate perfusion of the 

entire surface of the graft. These newly developed vessels were oriented toward the 

graft's epidermal layer and ascended linearly with almost no mutual intersections for 

ERS, covering the area up to the superficial zone of the dermis, whereas they partly 

formed serpentine vascular networks in RS and covered only up to the intermediate 

zone. One week after transplantation the entire thickness of the dermal layer 

exhibited a dense and complex network of newly formed microvessels for both RS 

and ERS and in the case of ERS grafts integrated human endothelial capillaries. 

Quantitative analysis of immunohistochemical data demonstrated that our model of 

ERS increased the neovascularization speed of murine CD31 -positive vessels in the 

dermal layer of the grafts compared to control RS, although after 1 week both RS and 

ERS were similarly colonized. 
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Figure 4. ERS promotes neovascularization of the human skin substitute by murine endothelial cells 
compared to control RS. A. Dermis thickness colonized by murine endothelial cells was measured on 
RS and ERS for 1 week. Results were expressed as a percentage of dermis height colonized. **: p < 
0.001 B. Both murine and human vascular profiles were visualized over time by confocal microscopy 
of RS and ERS after immunohistochemical staining of murine endothelial cells with a specific 
antibody against murine CD31 (red). HUVEC-GFP are green and nuclei stained with hoechst are blue. 
White dotted lines indicate the substitute-mouse tissue junction. Scale bar = 100 um. 
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2.5. Discussion 

Most of the time, transplantations fail because of the lack of 

microvascularization. Vascularized grafts would contribute to a better engraftment, 

long-term survival and functionality of tissue substitutes. 

Previous work conducted in our laboratory led to the development of the first 

endothelialized human tissue-engineered skin onto a collagen biopolymer in which a 

network of capillary-like tabes was formed (17). In this present study, our aim was to 

develop an easy to handle model of endothelialized reconstructed skin that promotes 

the spontaneous in vitro formation of a capillary-like network exclusively by co-

culture of human dermal fibroblasts, endothelial cells (HUVEC or HMVEC) and 

kératinocytes without any extrinsic scaffold or biomaterial, different from our 

previous model. Besides, our substitutes could be totally autologous for clinical 

application. In our model, cells secrete their own extracellular matrix (ECM), creating 

a physiological microenvironment in which 3D cell-cell and cell-ECM interactions 

led to a homogenous distribution of endothelial cells which organized into a 

microvascular network throughout a large 350-400 pm thick substitute. As it is, this 

substitute's thickness can be compared to native human skin split-thickness grafts 

used in the clinical arena, which can be categorized as thin (thin (130-300 pm), 

intermediate (300-460 pm) or thick (460-760 pm). 

We assumed that creating a tissue-engineered skin substitute comprising its 

own intrinsic blood supply would improve graft vascularization after transplantation. 

Thus, our study presents its in vivo evaluation after grafting them on athymic mice. 

Foremost, the rapid and high quality take for all transplants, endothelialized or not, is 

to be noted. Then, the human microvascular network generated in vitro, formed with 

GFP-positive endothelial cells, rapidly became functionally continuous with the 

host's vasculature in less than 96h post-surgery. Red blood cells were found in the 

lumen of capillaries lined by human cells and indicate the beginning of efficacious 

blood circulation. The establishment of a blood supply in the graft appears to depend 

on the growth of host vessels into the graft's dermis, thus establishing observable 

chimeric endothelial channels as early as day 4, as has been established by other 

studies with human skin when grafted on athymic mice (33, 34). It can be assumed 
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that a delay is needed for the murine vessels to cross through the human dermis and 

develop functional links with its microvascular network. Complete 

neovascularization of our reconstructed skin is similar with previous results from our 

laboratory with another endothelialized skin (18), but much faster than observed in 

other models. Until now, numerous studies have demonstrated that over a period of 

several weeks host blood vessels invaded engineered tissues composed of synthetic 

biodegradable polymers (35-39). 

The persistence of human endothelial cells was studied via the stable 

expression of luciferase and thus we obtained a quantitative evaluation of the vascular 

remodeling of our capillary-like network after transplantation visualized with human 

endothelial cells GFP expression. The density of human endothelial cells in ERS 

drastically decreased between 0 and 2 days, which may be due to a degeneration of 

supernumerary vessels to reach a physiological density. A clear decrease in human 

endothelial cell density was displayed during the first week post-surgery, but a 

statistically significant difference was not observed. Observations suggested that 

numerous capillary sprouts from the wound bed formed functional anastomoses with 

most of human capillaries. However, we had noted a regression by apoptosis of rare 

non-perfused capillaries. Actually, although initially independent of the circulation, 

our microvascular system is later shaped by forces, such as shear stress, generated by 

circulation (40). Our observations are consistent with other data indicating that 

reduction or absence of shear stress is associated with endothelial cell apoptosis 

leading to vessel regression (41-44). Finally, 1 month post-surgery, human 

endothelial cells had totally disappeared. 

Complete replacement of donor graft vasculature by endothelial cells from the 

recipient along preexisting channels is a key mechanism for skin graft 

revascularization. Our skin substitute was neovascularized and remodeled with the 

host's own endothelial cells. Murine angiogenic blood vessels originated in the 

wound bed and were directed linearly towards the epidermal layer of the graft. The 

period required for the ingrowth of new host blood vessels into the ERS was 

dramatically shortened compared to RS. Although no murine endothelial cells were 

found in the transplanted human dermis, neither in RS nor ERS at day 2 post-surgery, 
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50% of the RS human dermis was neovascularized by murine endothelial cells versus 

almost 80% in the ERS at day 4. One week post-transplantation, 100% of the dermis 

was colonized by host endothelial cells, in both RS and ERS. Thus, the adequate 

perfusion of the graft was faster in the ERS due to the prefabricated microvascular 

network. A number of studies have shown that cultured endothelial cells exerted an 

angiogenic effect in vivo at the graft site and promoted wound healing (45, 46). Thus, 

we may assume that human endothelial cells contained in our substitute secreted 

cytokines and growth factors that had paracrine functions, leading to murine 

endothelial cell proliferation, elongation and orientation. 

In summary, we have demonstrated that graft revascularization was achieved 

by a dual process of direct connection between the graft/host vasculatures and 

ingrowth of host vessels into the graft. The angiogenic effect induced by an intrinsic 

microvascular network constructed in vitro in the skin substitute promoted faster 

vascularization of the graft. In our case, our dermis thickness was only 200 pm, so the 

beneficial angiogenic effect was limited. However, in the case of thicker skin 

substitutes, the advantage will be considerable and will result in a more rapid and 

reliable engraftment. 

Clinical application perspectives are very exciting for our ERS since our 

model also paves the way to engineer larger and thicker tissues thanks to their pre-

vascularization. Our endothelialized reconstructed tissues, with more physiologically 

relevant complexity, will enhance the success of transplantations used to treat deep 

bums, ulcers and other tissue loss due to disease or trauma. 

Finally, the possibility to build in vitro relevant models of vascularized tissues 

closer to physiological reality provides an interesting and effective tool for pre

clinical assays of pharmaceutical agents and for fundamental research studies on 

physiologic and physiopathologie vasculatures. The investigation of angiogenesis 

induced by skin cancer during its progression is another avenue where our ERS could 

be a powerful tool. 
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Chapitre 3 : Développement d'un substitut cutané 

humain 3D microvascularisé pour étudier la biologie 

des mélanomes 

Ce chapitre reproduit le texte intégral d'un article soumis au Journal of Investigative 

Dermatology en juin 2010. J'ai développé le projet et le modèle, structuré et écrit le 

document. Todd Galbraith a réalisé la quantification de l'activité luciférases contenue 

dans les biopsies et a rédigé la partie du matériel et méthodes s'y rapportant. Drs 

Auger et Huot ont relu ce manuscrit. 
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1. Résumé 

Les mélanomes cutanés sont très agressifs et capables de métastaser à distance 

où ils deviennent classiquement résistants à l'arsenal chimiothérapeutique 

actuellement disponible. Les déterminants moléculaires précis responsables de leur 

progression et de leurs propriétés de résistance ne sont pas encore connus, notamment 

en raison de l'absence de modèles expérimentaux qui miment correctement la 

biologie humaine des mélanomes. Nous avons donc mis au point un modèle de peau 

reconstruite humaine microvascularisée, dépourvue de matériau exogène, dans 

laquelle l'organisation tridimensionnelle (3D) de la peau native est reproduite. Ce 

modèle assure la mise en place d'interactions complexes entre les cellules 

cancéreuses et leur environnement 3D, à la fois cellulaire et matriciel. Des lignées 

cellulaires humaines de mélanomes issus de sites primaires ou de sites métastatiques 

ont été ajoutées à ce modèle 3D. Nos résultats démontrent que les profils de 

croissance et d'invasion ainsi que l'organisation histologique et le potentiel invasif de 

ces lignées correspondent à ceux observés in situ chez l'humain. Ainsi, la capacité 

des cellules cancéreuses à traverser la jonction dermo-épidermique est corrélée avec 

leur potentiel métastatique. De plus, un puissant effet pro-angiogénique a été détecté 

pour une lignée métastatique agressive sécrétant du VEGF. Notre modèle in vitro de 

substitut cutané humain microvascularisé promet d'être un modèle polyvalent et 

efficace pour étudier la progression cancéreuse, mais aussi pour cribler des 

médicaments potentiellement anticancéreux. 
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2.1. Abstract 

Cutaneous malignant melanomas are highly invasive. They metastasize to 

distant sites and are typically resistant to available therapy. The precise molecular 

determinants responsible for melanoma progression and chemo-resistance are not yet 

known, in part due to lack of pertinent experimental models that mimic human 

melanoma progression. Accordingly, we developed a complex human 

microvascularized reconstructed skin substitute devoid of any exogenous material in 

which the organized 3D architecture of the native skin is reproduced. This model 

provides the structure that enables the interactions between cancer cells and their 

three-dimensional (3D) micro-environment. Human melanoma cell lines derived 

from primary or metastatic sites were added to this 3D model. Our results 

demonstrate that growth, invasiveness, histological features and aggressiveness of 

melanoma cells applied in our skin substitute model closely correspond to those that 

occur in patients. In particular, the ability of melanoma cells to cross the dermal-

epidermal junction correlates with their metastatic potential. In addition, a potent 

angiogenic effect was detected for an aggressive metastatic cell line that produces 

VEGF. We conclude that the in vitro human tumor microvascularized reconstructed 

skin substitute promises to be a versatile and efficient model to investigate cancer 

progression and to screen new anticancer drugs. 

2.2. Introduction 

Melanoma incidence increased dramatically during the last 30 years, mainly 

because of intense sun exposure and use of tanning booth for leisure purpose. An 

estimated 8,650 deaths from melanoma had occurred in 2009 in the USA and new 

cases were approximately 68,720 (American Cancer Society, 2009). Metastatic 

melanomas are particularly aggressive since the five-year relative survival rates is 

only 15.5%. Understanding the stepwise progression from primary melanoma to 

metastases requires new models allowing experimental investigations of its etiology 

and biology (Herlyn and Fukunaga-Kalabis, 2010). 

Melanoma is currently studied in vitro using cell cultures and in vivo using 

mammals or non vertebrate animals that include zebrafish (Patton et al., 2005) and 
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genetically modified or not mice (Zaidi et al., 2008). Obviously, the flat and hard 

plastic or glass substrates that are commonly used in 2D cell culture are not 

representative of the cellular environment found in whole organisms. Tissue-specific 

architecture, mechanical and biochemical cues and cell-cell communication are lost 

under such simplified conditions and may lead to highly biased conclusions 

(Pampaloni et al., 2007). In fact, the role of dimensionality is critical for cellular 

phénotype and function. Non-transgenic approaches have been developed using 

subcutaneous, orthotopic, intra-veinous, intra-cardiac xenografts of melanoma cells, 

human skin biopsies and reconstructed skin (Becker et al., 2009; Satyamoorthy et al., 

1999). Transgenic approaches consist in specifically modifying the animal genome to 

interfere directly with signaling pathways that are implicated in melanomagenesis. 

These models allow to investigate the role of physical or chemical induction in 

animals carrying pre-determined genetic alterations. Nevertheless, it should be kept in 

mind that the mouse skin is not identical to the human skin. 

Organotypic 3D cell cultures represent an alternative to animal models to 

study the mechanisms underlying melanoma progression in a relevant human context. 

Moreover, these 3D models can reduce the number of animals used for drug 

screening by pharmaceutical industry, which is a plus value for both ethical and 

economical reasons. 

In our laboratory, we previously developed a 3D model of human 

microvascularized reconstructed skin (MRS) substitute devoid of any exogenous 

material (Gibot et al., 2010). In this model, the cells secreted their own extracellular 

matrix (ECM), promoting heterotypic interactions in a physiological context between 

kératinocytes, dermal fibroblasts and endothelial cells. In addition, kératinocytes 

formed a well-differentiated epidermis, separated from the dermis containing a 

functional microvascular network by a complex dermo-epidermal junction. In this 

work, we describe a modified MRS that constitutes a physiologically relevant 3D 

model of tumor microvascularized reconstructed human skin substitute (TMRS) 

allowing to study the biology and behavior of melanoma cells derived from both 

primary and metastatic sites. 
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2.3. Results 

Typical histological features and invasive potential of primary and metastatic 

melanoma cells lines are maintained in 3D human tumor microvascularized 

reconstructed skin substitute. After 2 weeks of culture at the air/liquid interface, 

A3 75 and SK MEL 28 melanoma cells derived from primary sites formed 

respectively large compact and small aggregates within the basal layer of the 

reconstructed epidermis. However, they do not spread into the dermis (Figure 1A). 

Interestingly, histological sections of A375 TMRS stained with hematoxylin and 

eosin showed morphological cellular shapes characteristic of necrosis all over the 

large and compact cysts (Figure 2A). In addition, apoptosis took place within these 

cysts (Figure 2B). Strikingly, these processes were uniformly distributed throughout 

the tumor sections and not localized in central area of the nest. A3 75 cells had an 

important proliferation rate (Figure SI) thus their metabolism is particularly active. 

As in vivo, necrosis and apoptosis could be due to mass transport restriction, toxic 

metabolites accumulation and lack of nutrient penetration through the whole large 

cyst formed by these highly proliferative cells. These phenomena were not observed 

in smaller cysts made of less proliferative SK MEL 28 cells (data not shown). 

Importantly and in contrast with non-metastatic melanomas, metastatic melanoma 

cells RPMI 7951 and Malme 3M scattered as single cells not visually detectable 

within the 3D TMRS. In the absence of melanoma cells, continuous immunostaining 

of type VII collagen contained in the dermo-epidermal junction confirmed the 

presence of an intact, preserved basement membrane (Figure IB). Similar results 

were obtained in the presence of non-metastatic melanoma cells, where intra-

epidermally growing cysts were bordered by an intact basement membrane but did 

not disintegrate it. In contrast, the ability of metastatic melanoma cells to cross the 

epidermal basement membrane coincided with a local degradation of native collagen 

type VII, leading to a vertical invasion and migration through the surrounding dermis. 

This model reflects the anatomical structure encountered in cutaneous melanoma in 

vivo and mimics the well-defined invasion steps of melanomas. In addition, cellular 

morphology and proliferative properties of these melanoma cell lines were shown to 

be adequately modulated by their interactions with adjacent skin cells, basement 
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membrane components and extracellular matrix in the3D culture in TMRS, which 

was not the case in 2D culture on plastic dishes (Supplementary Materials). 

Figure 1. Histological features of melanoma grown in 3D tumor microvascularized reconstructed 
skin substitute. A. Histological staining with Masson's trichrome of MRS (Control) and TMRS shows 
a well-stratified epidermis and capillary-like structures, indicated by black arrows, formed by 
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endothelial cells in a rich collagen dermis. Cells are stained in red and collagens in blue. Melanoma 
cells derived from primary sites (A375, SK MEL 28) proliferate in expanding cysts, indicated by black 
dotted lines, whereas melanoma cells derived from metastatic site are not visible (RPMI 7951, Malme 
3M). B. Cross-section of MRS and TMRS are observed by confocal microscopy. Nuclei are blue, 
immunohistochemical staining (green) indicates the collagen VII in dermo-epidermal junction while 
Ds Red+ melanoma cells are red. White arrows indicate local degradation of the basement membrane 
by invasive metastatic melanoma cells. Scale bar = 100 um. Pictures are representative of three 
independent experiments, each performed in triplicate. 

Figure 2. Cell death detection in large A375 cysts. A. Histological sections stained with 
Hematoxylin and Eosin reveal necrosis in A375 cyst. B. DNA cleavage and chromatin condensation 
associated with apoptosis are detected in A375 cells undergoing programmed cell death (red). Nuclei 
are stained in blue by Hoechst. Pictures are representative of three independent experiments, each 
performed in triplicate. Scale bar = 50 um. Dotted lines indicate the dermo-epidermal junction. 

RPMI 7951 metastatic melanoma cell line, a high VEGF producer, exerts a 

potent pro-angiogenic effect. Since the 3D TMRS developed by our laboratory 

contained a functional microvascular network, we were able to characterize tumor 

angiogenesis induced by non-invasive and invasive melanoma cell lines. As 

endothelial cells stably expressed luciferase their density was quantify within the 

microvascularized reconstructed skin using enzymatic activity of this protein (Figure 

3A). Aggressive metastatic melanoma cell line RPMI 7951 displayed a potent and 

statistically significant pro-angiogenic effect on normal human endothelial cells. The 

others melanoma cell lines did not possess pro- or anti-angiogenic notable effect on 

the microvascular network since its density was not different from the MRS. The 

RPMI 7951 melanoma cell line pro-angiogenic effect could be explained by the fact 

that this cell line produces a high level of VEGF as determined by ELISA assays 

(Figure 3B). On the other hand, the other metastatic melanoma cell line did not 

express significant VEGF levels. 
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Figure 3. RPMI 7951 metastatic melanoma cell line, a high VEGF producer, exerts a potent pro-
angiogenic effect in tumor microvascularized reconstructed skin substitute. A. Quantification of 
human endothelial cell density in TMRS. Control = MRS, A = A375, SK = SK MEL 28, RP = RPMI 
7951, Malme = Malme 3M. HUVEC stably expressed luciferase. Luciferase activity was reported as 
total relative light units (Total RLU's). B. VEGF melanoma cells secretion was assayed using an 
ELISA assay and normalized to 1000 cells. The amount of VEGF in pg was calculated from a human 
recombinant VEGF standard curve, with a sensitivity of 16 pg/ml. Values are given as means ± SD. 
**: p < 0.001. Data are representative of three independent experiments, each performed in triplicate. 

RPMI 7951 metastatic melanoma cell line pro-angiogenic effect is associated 

with microvascular network re-organization. Given that endothelial cells 

incorporated in TMRS expressed GFP, we were able to visualize their organization 

within the model (Figure 4A). We found that in control condition, endothelial cells 

were organized onto a 3D microvascular network parallel to the MRS surface. The 

addition of melanoma did not modify this basic organization. However, the 

microvascular network within RPMI 7951 TMRS was more complex, branched, 

dense and chaotic. Distance between forks was smaller than in control and seemed 

more dilated. Cross-section of RPMI 7951 TMRS allowed us to visualized 
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endothelial cells migrating toward a single metastatic melanoma cell within the 

dermis (Figure 4B). These results indicate that the TMRS allows to visualize the pro-

angiogenic effect of high VEGF producing melanoma cells and to ascertain the 

interactions between them and endothelial cells of the normal microvascular network. 

Control -A3 "5 

+ SKMEL 28 - Malme 3M 

- RPMI 7951 B 

50 pm 

Figure 4. RPMI 7951 metastatic melanoma cell line, but not other melanoma cell lines, 
modulates microvascular network organization in tumor microvascularized reconstructed skin 
substitute. A. GFP+ HUVEC (green) are organized in a branched microvascular network parallel to 
the MRS surface when observed by confocal microscopy. Scale bar = 100 um. B. Cross-section of Ds 
Red+ RPMI 7951 TMRS. Nuclei are blue, metastatic melanoma cells are red and GFP+ HUVEC are 
green. White dotted lines indicate the dermo-epidermal junction. White arrow indicates normal 
endothelial cells migrating toward metastatic melanoma cell. Scale bar = 50 um. Pictures are 
representative of three independent experiments, each performed in triplicate. 
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2.4. Discussion 

We generated a human microvascularized reconstructed skin substitute that is 

original and unique since it is composed of a well-differentiated epidermis and a 

dermal layer, devoid of any exogenous scaffold, containing a functional 

microvascular network. To our knowledge, this model is the only one to offer the 

possibility to study tumor angiogenesis in a physiologically relevant context. The 

tissue-specific architecture, mechanical and biochemical signals, heterotypic cell-cell 

communications and cell-matrix interactions are maintained in this model. 

Accordingly, we took advantages of the unique properties of this complete and 

complex skin model to study melanoma biology and progression. 

Structurally, the extracellular matrix (ECM) and the basement membranes 

(BM) function to connect, bind, integrate, and physically support cells whereas 

chemically they regulate cellular function and morphology (Schindler et al., 2006). 

Many attempts were led to more accurately model the physical and chemical 

properties of the growth environment of the ECM and BM and thereby to promote 

more physiological structure and function for cells in vitro. In order to acquire tissue

like phénotypes and differentiated functions, cells were classically cultured in 

collagen gels, on fibrillar collagen surfaces or onto basement membrane-like 

biomatrix like MatrigelTM (Rhee, 2009; Schmeichel and Bissell, 2003; Shin et al., 

2003). Some researchers used natural ECMs denuded of cells to provide a 3D surface 

for cell culture (Cukierman et al., 2001). In our skin model based on self-assembly 

method, physical and chemical properties of the ECM and BM have not to be 

mimicked since the three distinct skin cell types, kératinocytes, dermal fibroblasts 

and endothelial cells, secreted their own physiological ECM. Thus melanoma cells 

added to the model are completely surrounded by organized ECM, what is highly 

representative of the 3D environment experienced by these cells in vivo. 

Melanoma progression is characterized by three phases (Miller and Mihm, 

2006). During the radial growth phase (RGP), melanoma cells confined as single cells 

acquire the ability to proliferate to the different strata of the epidermis. When RGP 

melanoma converts into vertical growth phase (VGP) melanoma because of 
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spontaneous DNA mutations or epigenetic modulations, cells acquire aggressive 

growth forming expanding nests within the dermal-epidermal junction and then gain 

ability to invade the dermis. Metastatic melanoma cells display aggressive phénotype 

and destroy basement membrane, dissociate from primary tumor, migrate deep in the 

dermis as single cells, invade blood vessels or lymphatics and spread to distant sites. 

In our study, we compared the phénotypes and the behavior of melanoma cells 

derived from primary and metastatic sites. A375 and SK MEL 28 are primary, 

vertical growth cell lines whereas RPMI 7951 and Malme 3M derive respectively 

from a lymph node and a lung metastatic site. In contrast to standard 2D systems (Fig 

SI, S2), we demonstrated that in the TMRS 3D model, these cells lines conserved 

their major characteristics such as specific histological features, invasiveness and 

aggressiveness. In addition, our model not only allows demonstrating an active 

attraction of endothelial cells toward aggressive melanoma metastatic RPMI 7951 

cells, but also allows detecting a potent pro-angiogenic effect exerted by these ones. 

This effect is probably associated with the secretion of growth factors such VEGF. 

Indeed, Malme 3M, another metastatic cell line that does not secrete VEGF, does not 

induce pro-angiogenic effect in TMRS. Incidentally, in vivo, metastasis to the 

regional lymph nodes is one of the most important indicators of tumor 

aggressiveness, especially in melanomas (Karpanen and Alitalo, 2001; Pepper, 2001). 

In the avian chorioallantoic membrane model, VEGF-C-positive A375 cell line 

induces tumor lymphangiogenesis whereas VEGF-C-negative Malme 3M melanoma 

cell line does not (Papoutsi et al., 2000). By introducing a lymphatic network within 

our model, it could become useful to dissect the metastatic process and to study 

interactions of tumor cells with lymphatic endothelial cells. 

The importance of micro-environmental conditions on the quality and the 

establishment of an efficient tumor model was underlined in our human tumor 

microvascularized skin substitute. This consideration is especially important since an 

emerging view is that associations between cancer cells and their local ECM/BM may 

lead to decreased sensitivity to chemotherapeutic drugs (Mazzoleni et al., 2009). In 

conclusion, in addition to aiding in the investigating cancer progression, we believe 
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that the TMRS model can lead to important therapeutic breakthroughs. Indeed, 

explorations and drug-testing approaches using this tissue engineered model may lead 

to the identification of new therapeutic targets and more effective treatment options 

for cancer. 

2.5. Materials and Methods 

Cell culture. Human kératinocytes and fibroblasts were isolated from human skin 

biopsies after breast reductive surgeries as previously described (Auger et al., 1995; 

Germain et al., 1993). Fibroblasts were grown in Dulbecco-Vogt modification of 

Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, Burlington, Canada) supplemented with 10% 

fetal calf serum (FCS) (HyClone, Logan, UT), 100 U/mL penicillin (Sigma-Aldrich, 

Oakville, Canada), 25 pg/mL gentamicin (Schering, Pointe Claire, Canada). 

Kératinocytes were grown in a 3:1 DMEM-Ham's F-12 medium (DH) (Invitrogen) 

supplemented with 5% newborn calf serum (NCS) (FetalCLone II, HyClone), 0.4 

pg/mL hydrocortisone (Calbiochem, La Jolla, CA), 5 pg/mL bovine insulin (Sigma), 

10 ng/mL human epidermal growth factor (Austral, San Ramon, CA), 10-10 M 

cholera toxin (ICN, St-Laurent, Canada) and antibiotics. Human umbilical vein 

endothelial cells (HUVEC) were obtained from the umbilical cord of healthy 

newborn by enzymatic digestion as previously described (L'Heureux et al., 1998) and 

grown in endothelial growth medium 2 (EGM-2) (Cambrex Bioscience, Baltimore, 

MD). HUVEC were transduced by lentiviral vectors to provide stable luciferase and 

green fluorescent protein (GFP) expression. Transductions were graciously 

performed in Dr. J.A. Medin's laboratory (Ontario Cancer Institute, Toronto, 

Canada). The study was approved by the Laval University research ethical 

committee; participants gave their written, informed consent. Melanoma cell lines 

were all purchased from A.T.C.C. The A375 (ATCC # CRL-1619) and the SK MEL 

28 (ATCC # HTB-72) are primary melanoma and derived from skin, whereas RPMI 

7951 (ATCC # HTB-66) and Malme 3M (ATCC # HTB-64) are derived from a 

metastatic site. All cells were grown in same medium as fibroblasts. All cells were 

grown at 37°C in 8% CO2 atmosphere. 
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Production of lentiviral particles and melanoma transduction. The TOPO TA® 

cloning kit was purchased from Invitrogen. DsRed sequence was directly inserted 

into this plasmid vector and DsRed lentivirus (LV/DsRed) were produced by 

transient transfection of 293 FT cells with four plasmids kindly provided by Dr 

Sylvain Guérin (Oncology and Molecular Endocrinology Research Center, CHUL, 

Quebec City, Canada): pLPl, pLP2, pLPVSVG and either LV/DsRed. Transfections 

of 293FT cells were performed according to manufacturer's instructions using 

lipofectamine2000 kit (Invitrogen). Viral supernatants were collected 48 h after 

transfection and filtered using a 0.22 pm filter unit (Millipore). They were then used a 

single time at an MOI of 10 to transduce semi-confluent cultured melanoma cells in 

DMEM medium in 6 well plates. Transduced cells were expanded in culture and flow 

cytometric analyses using a FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA) were 

performed 2 passages later to examine DsRed stable expression by the vector-

transduced melanoma cells. Data were analyzed using Cell Quest (BD Biosciences). 

More than 98% of cells were transduced for each cell line (data not shown). 

Skin substitute preparation. Like previously described (Gibot et al., 2010), 

microvascularized reconstructed skins (MRS) were prepared by seeding 15,000 

cells/cm2 fibroblasts in 6-well plates for 4 weeks in DMEM supplemented with 

ascorbic acid 50 pg/ml in order to form manipulable sheet of extracellular matrix. On 

day 21, HUVEC, luciferase+ and GFP+ or not, were seeded at a density of 12,000 

cells/cm2 onto 2 fibroblasts sheets in DMEM : EGM-2 while kératinocytes were 

seeded at a density of 50,000 cells/cm2 onto another one in DH supplemented with all 

additives. On day 28, theses 3 sheets were stacked, lifted to the air-liquid interface for 

epidermis differentiation and cultured in keratinocyte medium described above, 

without epidermal growth factor. For tumor microvascularized reconstructed skins 

(TMRS), melanoma cells, DsRed+ or not, were seeded at a density of 2,000 cells/cm2 

with kératinocytes on day 21. Media supplemented with ascorbic acid were changed 

three times a week. 
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Immunohistochemical analysis. In order to conserve GFP and DsRed inside cells, 

sections of each substitute were fixed in 3.7% formol at room temperature for 2 h, 

then placed in PBS 10% sucrose at 4° C and finally overnight in PBS 30% sucrose at 

4° C as previously described (Kusser and Randall, 2003). A section of each biopsy 

was embedded in OCT compound (Somengen, Edmonton, Canada) and stored at -80° 

C. Immunohistochemical analyses were realized on frozen 25 pm sections 

permeabilized in 100% acetone at -20° C. Primary antibody reactive with collagen 

VII (Chemicon, Montreal, Canada) was used for characterization of dermal-epidermal 

junction membrane. An Alexa-594 (Molecular Probes, Eugene, OR), mixed with 

Hoechst 33258 (1/100) (Sigma) to stain the cell nuclei, was used to detect the primary 

antibody. Control incubations (replacement of primary antibody with PBS BSA 1%) 

were performed. All controls were negative. A Nikon CI laser scanning confocal 

microscope (Nikon, Mississauga, Canada) was used to examine sections or the 

surface of TMRS and MRS. 

Histological analysis. A section of each biopsy, fixed as described above, was 

paraffin-embedded for staining with Masson's trichrome. 

Necrosis and apoptosis detection. Frozen sections of TMRS and MRS were 

analyzed using the ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, 

Montreal, Canada) that label morphologically and identifiable nuclei and apoptotic 

bodies. Necrosis was detected on paraffin-embedded section stained with 

hematoxylin/eosin. 

Endothelial cell density quantification. MRS and TMRS samples were weighed, 

snap frozen and stored at -80°C until use. A 20% homogenate (weight/volume) was 

prepared using a polytron probe (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) in 4°C cell lysis 

buffer containing 250 mM Tris (BioRad, Mississauga, ON, Canada) with 0.5% triton 

X-100 (BioRad) and protease inhibitors (Roche, Mississauga, ON, Canada). After 3 

snap freeze thaw cycles, samples were centrifuged at 13,000 g and 20 pi of cleared 

cell lysate was assayed in triplicate along with a standard curve of firefly luciferase 
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enzyme (Sigma). An Orion II microplate luminometer (Berthold Detection Systems, 

Pforzheim, Germany) injected 100 pi of D-luciferin substrate (Promega, Madison, 

WI) with each sample and luminescence was captured over 10 seconds. Data is 

expressed as relative light units (RLUs) and shows quantitative levels of luciferase 

activity, which correlates to the human endothelial cell density in each skin substitute. 

ELISA assay. For detection of vascular endothelial growth factor (VEGF) secretion, 

melanoma cell lines were grown in DMEM. Supernatants were collected, centrifuged 

and VEGF expression was determined by ELISA detection kit according to the 

manufacturer's instructions (PeproTech, Rocky Hill, NJ). 

Statistical analysis. Differences between values were assessed by bilateral Student's 

t-test. All data were expressed as mean ± standard deviation (SD), and overall 

statistical significance was set at p < 0.05. Statistics and graphics were performed 

using Microsoft Office Excel 2007 software (Microsoft corporation, Issy-les-

Moulineaux, France). 
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2.9. Supplementary material 

Supplementary Materials and Methods 

Melanoma cell density quantification in 2D and 3D. In 2D experiments, DsRed 

melanoma cells were plated and cultivated for one week on 5 different plates, 

corresponding to each point of the growth curve. In 3D experiments, a 8mm punch 

was taken on each TMRS and MRS, cut into pieces into phosphate buffer saline 

(PBS) and sonicated on ice three time 5 seconds. Briefly, sonicated skin samples or 

plates in PBS were flash-frozen at -80°C, thawed and distributed in black 96-well 

microplates. Fluorescence was read with a Varioskan fluorometer (Thermo Scientific, 

Milford, MA). Proportional relation between fluorescence and number of cells was 

verified using serial-dilutions of a known cell number. 
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Figure SI. Differential cellular behavior between 2D and 3D cultures. Control = MRS, A = A375, 
SK = SK MEL 28, RP = RPMI 7951, Malme =Malme 3M. A. The growth curve of melanoma cells 
grown on 2D plastic substrate was performed over 7 days. B. Ds Red+ melanoma cells density grown 
for 3 weeks within our TMRS was measured using a fluorometer. Note the logarithmic scale. Data are 
representative of three independent experiments, each performed in triplicate. 



120 

3D in TMRS 

Figure S2. Differential cellular morphology between 2D and 3D cultures. Comparison between Ds 
Red+ melanoma cells morphology growing on 2D plastic substrate or in 3D TMRS, observed by 
fluorescence microscopy. Control = MRS, A = A375, SK = SK MEL 28, RP = RPMI 7951, Malme = 
Malme 3M. Scale bar = 100 um. 
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Chapitre 4 : Cellules endothéliales lymphatiques 

humaines, résultats préliminaires 

Ce chapitre décrit les résultats préliminaires que nous avons obtenus lors de la 

culture de cellules endothéliales lymphatiques humaines, en deux dimensions et en 

trois dimensions, dans des tissus conjonctifs reconstruits par la technique d'auto-

assemblage. Les cellules utilisées dans cette partie proviennent d'une collaboration 

avec le Dr Mihaela Skobe de la Mount Sinai School of Médecine à New-York 

(USA). 

1. Extraction et purification 
1.1. Principe 

Il existe dans la littérature quelques protocoles d'extraction et de purification 

des cellules endothéliales lymphatiques à partir de biopsies de peau, de prépuce ou de 

tissus lymphoïdes comme les amygdales (348-350). Le principe est simple, il s'agit 

d'une extraction qui peut être suivie d'une purification. La première étape est une 

extraction cellulaire par digestion enzymatique qui permet de récolter les cellules 

endothéliales, sanguines et lymphatiques, qui sont PECAM-1 positives ou qui lient 

l'Ulex Europaeus Agglutinin 1 (UEA-1). À partir de ce pool cellulaire, les cellules 

endothéliales lymphatiques exprimant des marqueurs spécifiques qui ne se retrouvent 

pas dans les cellules endothéliales sanguines, comme la podoplanine, LYVE-1, la 

neuropiline-2 ou Prox-1 peuvent être purifiées sur des billes magnétiques pour en 

faire une banque. 

1.2. Protocole 

Le protocole utilisé par nos collaborateurs a été bien décrit par le Dr 

Podgrabinska dans un article de 2002 (351). Brièvement, à partir d'un prépuce de 

nouveau né, les cellules endothéliales microvasculaires sanguines (CEMV) et 

lymphatiques (CEMVL) sont extraites par digestion enzymatique et pression 

mécanique, puis sélectionnées avec des billes magnétiques recouvertes avec un 
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anticorps anti-PECAM-1 humain. Nous disposons donc d'un pool de cellules 

endothéliales microvasculaires que nous pouvons cultiver et expandre dans des 

flacons gélatines, dans du milieu de culture pour cellules endothéliales (EGM-2), 

vendu commercialement par LONZA. Nous avons ainsi réalisé une banque de 

cellules PECAM+ en passage 7. 

2. Caractérisation 
2.1. Caractérisation morphologique 

Du point de vue de la morphologie, en microscopie à contraste de phase, les 

cellules endothéliales microvasculaires lymphatiques (CEMVL) ne sont pas 

morphologiquement distinctes des CEMV (Figure 29). 

Figure 29 : Photographies en microscopie à contraste de phase d'un pool de cellules endothéliales 
microvasculaires, contenant des sous-populations de cellules sanguines et de cellules lymphatiques. 
Barre de mesure : 250 nm. 

L'absence de différences morphologiques entre ces deux sous-populations 

correspond aux observations publiées par les équipes travaillant avec des CEMVL en 

culture (348, 349). Selon elles, les cellules endothéliales sanguines et lymphatiques 

ont la même morphologie, avec pour seule différence une proéminence du noyau 

dans les cellules endothéliales lymphatiques. Ainsi, l'équipe de Kriehuber n'observe 

pas d'altération de leur morphologie en culture, et ce après 7 passages. Il en va de 

même pour Garrafa et ses collègues qui les cultivent jusqu'au 10eme passage sans que 

leur morphologie ne change. 
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2.2. Caractérisation phénotypique 

Afin de s'assurer de la présence de CEMVL au sein du pool de cellules 

endothéliales microvasculaires obtenu auprès de nos collaborateurs, nous avons 

vérifié l'expression par certaine cellules de ce pool de marqueurs spécifiques aux 

lymphatiques. 

Nous avons donc réalisé, sur des cellules cultivées sur des lamelles de verre 

gélatinées, un marquage par immunofluorescence de la molécule LYVE-1, 

spécifiquement exprimée par les CEMVL (Figure 30). 

B 

Figure 30 : Caractérisation des cellules endothéliales lymphatiques en culture 2D par 
immunofluorescence. En A, les cellules endothéliales microvasculaires sont marquées avec un 
anticorps dirigé contre PECAM-1 (en vert) et contre LYVE-1 (en rouge). En B, seules les cellules 
LYVE-1 + (en rouge) sont marquées au sein de la population de cellules endothéliales 
microvasculaires. Barre de mesure : 100 um. 

Une faible fraction des cellules endothéliales microvasculaires expriment un 

marqueur spécifique aux CEMVL. De plus, cette sous-population n'a pas le même 

aspect morphologique que les CEMV. En effet, au lieu d'être petites, polygonales et 

très jointives, les CEMVL sont très étalées, isolées et semblent se développer au-

dessus des CEMV. 

La Figure 31 illustre le comportement des cellules endothéliales 

microvasculaires à la fois sanguines (PECAM-1+/LYVE-1-) et lymphatiques 

(PECAM-1 +/LYVE-1+) lorsqu'elles sont cultivées une semaine dans un 
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environnement 2D physiologique, à savoir sur un feuillet mature de fibroblastes ayant 

sécrétés leur propre matrice extracellulaire. 

Figure 31 : Marquage par immunofluorescence de cellules endothéliales microvasculaires cultivées 
une semaine sur un feuillet de fibroblastes. A. Détection des CEMV et CEMVL grâce à l'expression 
de PECAM-1 (en vert). B. Détection des CEMVL grâce à l'expression de LYVE-1 (en vert). C. 
Superposition de A et B. Barre de mesure : 200 um. 

Il est intéressant d'observer que bien que les CEMVL ne représentent qu'une 

faible fraction des cellules microvasculaires totales lorsque cultivées in vitro sur du 

plastique gélatine, elles semblent proliférer plus rapidement que les CEMV sur un 

feuillet de matrice extracellulaire. En effet, les proportions entre les CEMV et les 

CEMVL semblent être égales après une semaine de culture. 

L'équipe du Dr Skobe a démontré en 2002 que la survie et la capacité 

proliferative est beaucoup plus importante pour des CEMVL que pour des CEMV 

ensemencées dans un gel de collagène de type I (351). Sachant que dans nos 

conditions expérimentales, les cellules endothéliales microvasculaires sont 

ensemencées sur une matrice extracellulaire riche en collagène de type I sécrétée par 

des fibroblastes dermiques, nos observations sont cohérentes avec celles 
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précédemment publiées par notre collaborateur. Pour tenter d'expliquer ce 

phénomène, il faut se rappeler qu'z'w vivo, les CEMV doivent, pour s'organiser, 

sécréter une matrice extracellulaire spécifique, à savoir une lame basale riche en 

collagène IV et en laminines, alors que les CEMVL sont en contact direct avec la 

matrice extracellulaire dermique riche en collagène I, III et V puisque la lame basale 

autour des capillaires lymphatiques est quasiment inexistante. Les CEMVL ont donc 

moins besoin que les CEMV de remodeler leur microenvironnement pour proliférer 

et s'organiser. Ceci pourrait expliquer une deuxième observation : les CEMVL 

semblent avoir une plus grande facilité que les CEMV à s'organiser en des structures 

longilignes après une semaine de culture. 

Afin d'étudier le comportement de ces cellules lymphatiques dans un contexte 

tridimensionnel physiologique, nous les avons ensemencées sur des feuillets de 

matrice extracellulaire sécrétée par des fibroblastes dermiques, au sein d'un substitut 

de tissu conjonctif reconstruit par la méthode d'auto-assemblage. 

3. Ensemencement dans un tissu conjonctif 3D 
3.1. Protocole de culture 

Brièvement, le tissu conjonctif endothélialisé est constitué de la superposition 

de trois feuillets de fibroblastes dermiques humains (Figure 32). Ceux-ci sont 

ensemencés dans des plaques 6 puits à jour 0 et cultivés avec 50 pg/ml d'acide 

ascorbique pendant quatre semaines, jusqu'à obtention d'un feuillet manipulable de 

matrice extracellulaire. Au jour 21, le pool de cellules endothéliales microvasculaires 

contenant les CEMV et les CEMVL est ensemencé sur les deux futurs feuillets 

inférieurs alors que le dernier, qui servira de feuillet supérieur, ne l'est pas. Nous 

espérons que, tout comme les CEMV, les CEMVL vont spontanément s'organiser en 

réseau dans ce contexte physiologique. 
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Figure 32 : Schéma du protocole de culture d'un tissu conjonctif endothélialisé avec des cellules 
endothéliales microvasculaires, à la fois sanguines (CEMV) et lymphatiques (CEMVL). 

À la fin de la quatrième semaine, les trois feuillets sont empilés les uns sur les 

autres et placés à l'interface air/liquide afin que la gravité les fasse fusionner. Le tissu 

conjonctif 3D ainsi obtenu est cultivé pendant deux semaines supplémentaires dans 

ces conditions. Enfin, les tissus sont fixés pour être analysés. 

3.2. Résultats 

Les substituts de tissu conjonctif ainsi endothélialisés sont observés par 

microscopie confocale après un marquage par immunofluorescence des CEMV 

(PECAM-1+/LYVE-1-) et CEMVL (PECAM-1+/LYVE-1+). La Figure 33 montre 

qu'à la fois les cellules endothéliales sanguines et lymphatiques s'organisent 

spontanément en deux réseaux parallèles à la surface du substitut. Il est intéressant de 

remarquer que les structures formées par les CEMV et les CEMVL ont une 

morphologie distincte. En effet, alors que les capillaires formés par les CEMV sont 

fins et ont une bordure extérieure qui semble « épineuse » à cause des lamellipodes 

que projettent les cellules endothéliales sanguines, les structures bordées par les 

cellules endothéliales lymphatiques sont plus larges et plus « lisses ». Jusqu'à 

maintenant, nous n'avons pas été capables d'observer de connexion entre ces deux 

réseaux microvasculaires, ce qui est cohérent avec ce qui a été observé par d'autres 

équipes de recherche co-cultivant des cellules endothéliales microvasculaires 

sanguines et lymphatiques dans du Matrigel™ (349) ou sur un équivalent de lame 

basale (348). 



127 

Figure 33 : Marquage par immunofluorescence de PECAM-1 (en vert) et de LYVE-1 (en rouge) dans 
des tissus conjonctifs 3D endothélialisés avec des cellules endothéliales microvasculaires sanguines 
(CEMV) et lymphatiques (CEMVL). A. Les CEMV et CEMVL expriment PECAM-1. B. Seules les 
CEMVL expriment LYVE-1. C. Superposition de A et B. Les CEMV et CEMVL s'organisent 
spontanément en réseaux parallèles à la surface du substitut. La morphologie des capillaires formés par 
les CEMV diffèrent de celle des structures formées par les CEMVL. Barre de mesure : 100 um. 

4. Perspectives 

Dans notre tissu conjonctif 3D reconstruit par la technique d'auto-assemblage, 

il nous faudra vérifier par immunohistochimie avec d'autres marqueurs que LYVE-1 

que les cellules qui bordent ces structures longilignes ramifiées observées par 

microscopie confocale sont des CEMVL. En 2002, Jain a expliqué la difficulté de 

trouver un marqueur qui serait spécifique aux cellules endothéliales lymphatiques 

(131). Ainsi, pendant plusieurs années, le VEGFR-3, le récepteur aux VEGF C et D, 

a été considéré comme un bon marqueur de cellules endothéliales lymphatiques 

adultes. Cependant, il a récemment été retrouvé sur des cellules endothéliales 

sanguines dans des capillaires fenestrés de tissus sains, et dans des capillaires 

tumoraux ou cicatriciels. De même, LYVE-1 est aussi exprimé par les cellules 

endothéliales des capillaires sinusoïdes hépatiques chez l'humain et la souris, et le 
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facteur de transcription Prox-1 s'exprime dans de nombreux types cellulaires, mais 

pas dans les cellules endothéliales sanguines. 

L'étape suivante sera de vérifier, en coupe transversale, la présence de lumière 

au sein des structures formées par les CEMVL. De même, il faudra vérifier par 

immunofluorescence ou par microscopie électronique la présence discontinue d'une 

lame basale autour de ces structures et la présence de filaments d'ancrage reliant les 

CEMVL à la matrice extracellulaire environnante. 

Dans le contexte de nos travaux précédents, les perspectives à long terme sont 

particulièrement riches, excitantes et prometteuses. 

Tout comme pour le réseau microvasculaire que nous avons intégré dans nos 

substituts tissulaires, il nous faudra vérifier in vivo la fonctionnalité de ce réseau 

lymphatique. Ces études fonctionnelles mesureraient, une fois greffé, le transport de 

fluides, de macromolécules et de cellules par ce réseau reconstruit in vitro. Des 

techniques comme la micro-lymphangiographie ont été mises au point par d'autres 

équipes pour étudier la fonctionnalité lymphatique chez la souris (352). Cela consiste 

en l'injection dans le tissu d'une macromolécule fluorescente qui sera collectée par le 

réseau de capillaire lymphatique s'il est fonctionnel, et observée par microscopie. 

Un tissu humain reconstruit in vitro contenant un réseau microvasculaire 

lymphatique fonctionnel serait un puissant outil dans l'étude du processus 

métastatique, notamment dans le cas des mélanomes cutanés. Ainsi, l'ajout d'une 

composante lymphatique à notre modèle tumoral de substitut cutané microvascularisé 

ajouterait de la valeur à sa pertinence physiologique et permettrait d'étudier la 

biologie du développement et de la progression du mélanome dans son ensemble. 

Une compréhension accrue de la formation et de la fonction des capillaires 

lymphatiques associés aux tumeurs faciliterait non seulement le contrôle potentiel du 

processus métastatique mais aussi la distribution aux tumeurs des agents 

thérapeutiques. 
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Chapitre 5 : Discussion générale 

L'intégration d'une composante microvasculaire aux substituts tissulaires 

reconstruits in vitro est une préoccupation qui intéresse toutes les équipes du domaine 

de l'ingénierie tissulaire, quel que soit le type de tissu en question. En effet, la 

première partie des travaux présentés ici a détaillé les bénéfices, tant d'un point de 

vue clinique que fondamental, qu'apporte la microvascularisation des tissus 

reconstruits. 

Dans un premier temps, la mise au point d'un substitut cutané 

microvascularisé reconstruit par la technique d'auto-assemblage a été décrite. Suite à 

une greffe sur un modèle animal, 1'inosculation qui s'effectue en moins de quatre 

jours après l'opération témoigne de la fonctionnalité de ce réseau microvasculaire 

reconstruit in vitro. Ces mêmes séries d'expériences ont permis d'observer que la 

présence de cellules endothéliales au sein du substitut cutané a un effet bénéfique sur 

la néovascularisation ou colonisation du greffon par le réseau microvasculaire de 

l'hôte. Ce remodelage rapide de la microvasculature du greffon améliore ses chances 

de survie. 

La capacité que possèdent les cellules endothéliales, aussi bien d'origine 

ombilicale que microvasculaire, à s'organiser spontanément en réseau 

microvasculaire pourra être exploitée pour mettre au point un tissu conjonctif viable 

microvascularisé de plus de 500 pm d'épaisseur, ce qui est bien au-delà de la limite 

de diffusion de l'oxygène in vivo de 150-200 pm. Ce type de substitut tissulaire 

conjonctif microvascularisé épais aura de nombreuses applications en chimrgie 

plastique et réparatrice, notamment en tant que tissu de comblement suite à des 

résections de tumeurs comme les mélanomes par exemple. 

Le modèle de substitut cutané microvascularisé reconstruit par auto

assemblage a aussi permis de mettre au point un modèle in vitro d'étude des 

mélanomes. Son originalité, au regard des modèles utilisés dans les autres 

laboratoires, est la co-cultare de quasiment tous les types cellulaires cutanés, à savoir 

les kératinocytes, les fibroblastes dermiques et les cellules endothéliales, qui 

interagissent de façon homo- ou hétéro-typiques et synthétisent leur propre matrice 
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extracellulaire. Les cellules cancéreuses évoluent donc au sein d'une structure 3D 

complexe dont l'architecture recrée celle de la peau native, avec notamment une 

jonction dermo-épidermique complète. La richesse de notre modèle réside dans la 

possibilité d'observer et d'évaluer les interactions entre cellules endothéliales et 

cellules cancéreuses. D'un point de vue clinique, une fois ensemencé avec des 

cellules cancéreuses de mélanome prélevées sur le patient, il pourrait être utilisé 

comme un outil pour confirmer le diagnostique sur l'agressivité de la tumeur. D'un 

point de vue plus fondamental, sa greffe sur un animal permettrait de créer un modèle 

hybride dans lequel les mélanomes évolueraient in vivo dans un environnement 

humanisé, plus proche de la réalité physiologique. 

Enfin, bien que nos travaux concernant l'extraction et l'incorporation de 

cellules endothéliales microvasculaires lymphatiques au sein de ce substitut cutané 

tumoral n'en soient qu'à leurs prémices, ils sont très encourageants. En effet, les 

premiers résultats obtenus sont prometteurs quant à notre capacité à extraire et à 

cultiver ce type cellulaire. Nous sommes persuadés que la reconstruction par génie 

tissulaire d'un réseau microvasculaire lymphatique 3D dans notre modèle tumoral en 

ferait un outil sophistiqué d'étude in vitro du processus métastatique des mélanomes. 

Le modèle de peau reconstruite par auto-assemblage (non microvascularisé) a 

été développé au laboratoire il y a plusieurs années et sa caractérisation 

morphologique et fonctionnelle a déjà été effectuée, c'est pourquoi nous ne nous y 

sommes pas attardés dans ces travaux de recherche. En effet, l'expression de 

molécules comme l'involucrine, la transglutaminase et les composants de la 

membrane basale à la jonction dermo-épidermique a été vérifiée pour s'assurer de la 

maturation et de la différenciation des kératinocytes (353, 354). De plus, des 

paramètres fonctionnels comme la présence du récepteur de la vitamine D3 dans la 

couche basale de l'épiderme sont maintenus in vitro (355). Cette même étude a 

démontré la présence de l'enzyme 4-prolyl-hydroxylase dans le compartiment 

dermique, ce qui indique l'état fonctionnel des fibroblastes dans ce modèle. 
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Notre modèle de substitut cutané microvascularisé reconstruit par auto

assemblage, d'une complexité biologique supérieure à ce qui se fait dans les autres 

laboratoires de recherche sur la peau, offre plusieurs avantages majeurs. En effet, il 

est totalement exempt de matières exogènes biologiques ou synthétiques ce qui 

diminue les problèmes de biocompatibilité s'il est appliqué dans le cadre clinique. De 

plus, étant donné que nous sommes capables d'extraire les trois types cellulaires qui 

le constituent (kératinocytes, fibroblastes et cellules endothéliales microvasculaires) à 

partir d'une unique biopsie cutanée non invasive, il peut être potentiellement 

totalement autologue. 

De nombreux aspects restent cependant à étudier afin de s'assurer de la qualité 

de ce modèle. De même, plusieurs composantes prometteuses pourraient être 

intégrées afin d'augmenter sa pertinence biologique. 

En 2008, Barai et ses collaborateurs ont comparé les caractéristiques 

morphologiques et fonctionnelles de substituts cutanés cultivés avec ou sans ancrage 

(356). Leurs résultats démontrent que la viabilité cellulaire et la morphologie 

tissulaire sont identiques. Cependant, la fonction de barrière de l'épiderme est 

nettement améliorée lorsque les substituts sont cultivés avec ancrage comme c'est le 

cas avec notre modèle de peau reconstruite microvascularisée. 

La peau humaine native est plus complexe que notre modèle puisqu'il n'est 

composé que de trois types cellulaires et ne possède aucune annexe cutanée. Au 

laboratoire, le Dr Julie Fradette a démontré en 2003 que la technique d'extraction 

enzymatique des kératinocytes permet aussi d'extraire des cellules de Merkel, 

impliquées dans la fonction du toucher et qui ont un rôle de mécanorécepteurs (357). 

Des unités pilosébacées complètes (follicule pileux et glande sébacée) peuvent être 

insérées dans des peaux reconstruites par auto-assemblage (353). En ajoutant des 

neurones sensitifs et des cellules de Schwann dans un modèle de peau reconstruite 

dans une éponge de collagène-chitosane-glycoaminoglycanes, une équipe de notre 

laboratoire a démontré une augmentation de la migration nerveuse mais aussi une 

amélioration de la formation des gaines de myéline in vitro et enfin une récupération 

de la fonction nerveuse in vivo (358). 
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Il est intéressant de noter que les processus d'innervation et d'angiogenèse 

sont liés. En effet, plusieurs études ont démontré que la néovascularisation précède et 

guide la croissance des fibres nerveuses dans des greffons cutanés chez l'animal (359, 

360). La mise en place dans une greffe d'un réseau microvasculaire organisé et 

orienté promeut la régénération nerveuse et peut améliorer les résultats cliniques de 

réparation nerveuse (361). 

L'aspect immunologique n'a pas du tout été abordé au sein de ces travaux. 

Pourtant, dans sa revue de 2008, Siemionow décrit les différentes cellules 

immunocompétentes présentes au sein de la peau humaine native, en particulier les 

cellules de Langerhans, et le rôle qu'elles jouent dans la défense immunitaire et lors 

des rejets des greffes cutanées (362). Nous n'avons pas vérifié la présence ou 

l'absence de ce type cellulaire au sein de notre substitut, parce que l'application 

potentielle de notre modèle au niveau clinique serait faite dans le cadre de greffes 

autologues donc cela ne pose pas de problème. 

L'équipe de Boyce et Supp a démontré que les cellules de leurs substituts 

cutanés reconstruits dans une éponge de collagène-glycoaminoglycanes expriment 

des protéines antimicrobiennes comme S100A12 et les P-défensines 1 et 2, et 

expriment aussi des gènes antiviraux comme APOBEC3G (363, 364). Le profil 

d'expression de ces gènes indique que les peaux reconstruites utilisent des 

mécanismes innés de défense, similaires à ceux décrits pour la peau native. Les 

auteurs suggèrent que la stimulation des peaux reconstruites avec un cocktail de 

cytokines amplifierait les mécanismes d'immunité innée du substitut et diminuerait 

les risques d'infections bactériennes au site de la plaie lors de greffes sur des patients. 

Il faut aussi noter l'absence de papilles dermiques au sein de notre substitut. 

Certaines équipes comme celle de Pins et Toner ont avancé l'hypothèse que 

l'utilisation d'un support matriciel microstructaré aiderait à la mise en place in vitro 

des interdigitations entre le derme et l'épiderme, ou rete ridges (365, 366). Selon eux, 

l'utilisation d'un support matriciel dont la microstructure mimerait la géométrie 

ondulée des rete ridges fournirait aux kératinocytes ensemencés in vitro des indices 
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topographiques similaires à ceux de la peau native, conduisant à la reconstruction de 

substituts cutanés plus fonctionnels. Pour tester leur hypothèse, ils ont créé une lame 

basale synthétique en laissant polymériser du collagène ou de la gélatine sur une 

surface en silicone ondulée à l'échelle du micromètre. Une fois ensemencés sur cette 

surface, les kératinocytes s'adaptent à la conformation du substrat et montrent une 

meilleure stratification et une expression accme de marqueurs de différenciation dans 

le creux des ondulations. Il est donc possible d'envisager de cultiver des feuillets de 

fibroblastes sur des supports ondulés à l'échelle micrométrique afin de recréer les 

papilles dermiques dans notre substitut cutané. 

Nos substituts tissulaires sont cultivés sous des conditions statiques alors que 

la pression et le flux interstitiels sont présents à différents degrés dans tous les tissus 

et constituent un environnement biophysique qui va modeler les réseaux vasculaires. 

L'équipe de Melody Swartz a étudié le rôle spécifique du flux interstitiel sur la 

morphologie et l'organisation des cellules endothéliales sanguines et lymphatiques in 

vitro (295). Elle a démontré que la présence d'un flux interstitiel de l'ordre de 10 

pm/s pendant 6 jours aligne les deux types cellulaires et modifie leur morphologie : 

les cellules endothéliales sanguines forment un réseau branché de tubes 

multicellulaires avec une lumière alors que les cellules endothéliales lymphatiques 

s'allongent, forment de longues extensions et de grosses vacuoles. L'intérêt de cette 

étude est double : non seulement elle démontre l'importance du flux sur 

l'organisation et la stabilisation de la microvasculature, mais elle identifie aussi des 

différences notables entre les cellules endothéliales sanguines et lymphatiques dans 

leur réponse à l'environnement biophysique, reflétant quelques unes de leurs 

différences fonctionnelles in vivo. Nous travaillons donc actuellement à la mise au 

point d'un bioréacteur pour micro-perfuser nos substituts tissulaires 

microvascularisés et les cultiver ainsi dans un environnement biophysique plus 

proche de la réalité physiologique. Il s'agit d'une voie très prometteuse puisqu'une 

équipe américaine a développé cette année un bioréacteur qui favorise l'organisation 

et la stabilisation d'un réseau microvasculaire reconstruit in vitro dans un gel de 

collagène (367). 
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Notre modèle de peau reconstruite microvascularisée a été employé pour 

mettre au point un modèle de développement de mélanome in vitro, mais il pourra 

aussi être appliqué à l'étude de pathologies affectant la peau. Prenons l'exemple du 

pseudoxanthoma elasticum (PXE) : c'est un trouble héréditaire qui se manifeste par 

une minéralisation progressive des tissus conjonctifs et des fibres élastiques. Les 

tissus les plus touchés sont la peau, l'œil et le système cardio-vasculaire périphérique 

(368, 369). Une compréhension plus approfondie des mécanismes pathologiques 

sous-tendant ce processus de minéralisation permettrait de développer des thérapies 

moléculaires ciblées pour cette maladie actuellement intraitable. 

De plus, la composante microvasculaire de notre modèle pourra être adaptée, 

avec ou sans epithelium, afin d'étudier des pathologies dans lesquelles le rôle du 

système vasculaire est primordial. Ainsi, en 1992, Abbot et ses collaborateurs ont 

réussi à isoler et à cultiver in vitro des cellules endothéliales de patients atteints 

d'arthrite rhumatoïde afin d'étudier le rôle de l'endothélium synovial dans cette 

pathologie (370). En 1994, Kràling et son équipe ont isolé des cellules endothéliales 

microvasculaires dermiques de patients souffrant de sclérose systémique afin 

d'étudier leur rôle spécifique dans cette maladie auto-immune (371). 

Au laboratoire, une étudiante a récemment étudié les interactions, entre les 

cellules épithéliales et les cellules endothéliales, impliquées dans le processus 

d'angiogenèse in vitro (372). Ainsi, la présence d'un epithelium normal, à savoir des 

kératinocytes, module la taille et la morphologie des capillaires reconstruits in vitro. 

Enfin, la mise au point d'un substitut cutané microvascularisé complexe et 

fonctionnel a des applications sur le plan économique et sur le plan éthique. En effet, 

en 1959, Russell et Burch ont développé dans leur livre intitulé « The principles of 

humane experimental technique » la règle des 3R qui est désormais érigée au rang de 

principe éthique au Canada mais aussi dans de nombreux pays (373). Cette règle 

intègre à la mise en place de protocoles expérimentaux à des fins scientifiques les 

notions de bien-être animal ainsi que la douleur ou la détresse que les animaux 

peuvent ressentir. Les 3R signifient Remplacement, Réduction et Raffinement. Notre 

modèle, dont la fonctionnalité a été vérifiée in vivo, semble être une méthode 
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alternative acceptable à l'utilisation des animaux de laboratoire dans le cadre d'une 

stratégie d'essais gradués qui permettrait de réduire le nombre d'animaux utilisés, par 

exemple lors de tests pharmacologiques ou de toxicité. 
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