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> La microscopie intravitale est une technique de
développement récent qui permet de visualiser
des phénomenes in situ directement chez I’animal
vivant. Elle permet d’enregistrer, par Iintermé-
diaire d’'un microscope adapté, des phénomenes
fluorescents, cinétiques, dans I'espace et le
temps, apparaissant a I’échelle d’un tissu ou d’un
organe chez un animal intact, éveillé ou endormi.
Appliquée au cancer, elle a surtout été utilisée a
I’étude de la vascularisation intratumorale.
Cependant, des tentatives récentes et isolées
laissent présager qu’elle devrait avoir un intérét
majeur dans I’étude des mouvements des cellules
immunitaires au cours du développement d’une
tumeur cancéreuse ainsi que dans celui du recru-
tement des métastases par les vaisseaux des tis-
sus secondairement envahis. Technique réalisée in
vivo chez I'animal, la microscopie intravitale est
une des étapes ultimes dans le transfert des
connaissances acquises lors d’études fondamen-
tales vers "application a la médecine humaine.
Les observations qu’elle a permis ou permettra
d’acquérir sur les vaisseaux intratumoraux et les
mouvements des cellules impliquées dans les
défenses immunitaires de I"organisme contre les
tumeurs cancéreuses font espérer qu’elle sera une
aide pour I’évaluation des nouveaux axes théra-
peutiques anticancéreux (thérapies antivascu-
laires ou immunothérapie cellulaire anticancé-
reuse utilisant des cellules dendritiques ou des
lymphocytes). <
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corps humain ou animal

dans toute la complexité d’un fonctionnement intégré dans
des boucles régulatrices et de contréle. De ce fait, et
depuis peu, les techniques expérimentales réalisées sur
animal vivant et intact reprennent toute leur justification
dans une recherche sophistiquée.

La microscopie réalisée in vivo, ou microscopie
intravitale, est "'une de ces techniques. A ce jour, tres
peu de laboratoires dans le monde la développent et
pourtant, envisualisant des phénomenes in situ directe-
ment chez I'animal vivant, elle est une étape ultime
dans le transfert des connaissances acquises lors
d’études fondamentales vers I"application a la médeci-
ne humaine [1].

Appliquée au cancer, elle est utilisée essentielle-
ment pour I’étude de la vascularisation intratumorale.

Ces 20 derniéres années, I'explosion de nombreuses tech-
niques de biologie cellulaire et moléculaire a fourni une
pléthore de nouvelles pistes dans la compréhension de la
physiologie et de la physiopathologie humaine et animale.
Cependant, il est aussi progressivement apparu évident
que la «boite de culture» ne pouvait pas prendre pleine-
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Cependant, des tentatives récentes et isolées laissent
présager qu’elle devrait avoir un intérét majeur dans
I’étude des mouvements des cellules immunitaires au
cours du développement d’une tumeur cancéreuse ainsi
que dans celui du recrutement des métastases par les
vaisseaux des tissus secondairement envahis.
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La technique de microscopie intravitale
appliquée a I’étude de la pathologie cancéreuse
La technique de microscopie intravitale consiste a
observer puis enregistrer, par I'intermédiaire d’un
microscope adapté, des phénomenes fluorescents,
cinétiques dans I’espace et le temps, apparaissant a
I’échelle d’un tissu ou d’un organe chez un animal
intact, éveillé ou endormi. La souris est I’animal le plus
étudié actuellement mais, selon la problématique scientifique, rat,

telle chambre, la souris est anesthésiée puis suspendue
@ une potence par la peau du dos qui, sous le poids de
I’animal, forme un pli cutané d’environ 2 cm de hauteur.
’éxérese d’un disque de peau est réalisée dans le pan
antérieur du pli, mettant ainsi en évidence la face inter-
ne du pan postérieur. La chambre de métal et de verre
est alors positionnée de part et d’autre du pli dorsal de
fagon a ce que "ouverture cutanée pratiquée soit placée
en face des fenétres antérieure et postérieure de la

lapin ou hamster peuvent aussi tre utilisés.

Les sites d’implantation de la tumeur

Cette technique implique en premier lieu la préparation de I’animal et
I’exposition ou dénudation des organes ou tissus a observer. C’est dans

cette étape préparatoire, qui doit éviter de nuire a la
survie de I'animal ou de modifier le fonctionnement
physiologique de I’organe observé, que réside la diffi-
culté majeure de cette technique. Appliquée a I’étude de
la pathologie cancéreuse, cette étape est simplifiée car
la tumeur étudiée est implantée par I"expérimentateur
dans un lieu choisi pour étre accessible a I"observation
par microscopie intravitale. La tumeur est inoculée sous
forme de suspension de cellules tumorales ou de tumeur
déja organisée. Plusieurs sites d’implantation sont envi-
sageables. La tumeur peut étre implantée dans un tissu
qui sera ultérieurement extériorisé par microchirurgie
(inoculation sous-cutanée, dans le muscle crémaster ou
dans le foie) ou dans des cavités naturelles (comme la
chambre antérieure de I'ceil ou la cornée). €lle peut étre
amenée a se développer dans des chambres transpa-
rentes greffées a I'animal (comme les chambres de
métal et de verre implantées sur le dos de I’animal ou les
fenétres pratiquées dans la boite cranienne, les bas-
joues ou les oreilles des rongeurs) [2]. Différents cri-
téres de sélection orientent le choix de I'expérimenta-
teur vers I’'un ou de "autre de ces sites d’implantation :
(1) la possibilité de faire des observations répétées
pendant plusieurs jours voire plusieurs semaines ; (2)
I’absence d’interférence du procédé d’implantation sur
la tumeur (tel qu’un processus inflammatoire pouvant
suivre le positionnement d’une chambre de métal et de
verre) ; (3) la rapidité avec laquelle se développent la
tumeur et la vascularisation intratumorale ; (4) le type
de réponse immunitaire habituellement développé au
site d’implantation ; et (5) la volonté d’implanter la
tumeur dans son site naturel.

Les chambres de métal et de verre

La procédure d’implantation la plus utilisée est celle qui
se fait dans les chambres de métal et de verre, et parti-
culierement celles positionnées autour du pli de peau
dorsale de la souris [3-7]. Pour mettre en place une
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chambre (Figure 1). La fenétre antérieure de la chambre
sous laquelle apparait la face interne du pan cutané
postérieur est refermée par un verre fin. La fenétre pos-
térieure qui est en contact avec la face externe du pan
cutané postérieur n’est pas refermée permettant ainsi le

Chambre dorsale Cathéter permanent
implanté

dans la jugulaire externe

Fenétre

d’observation
fermée par un verre

Vis Paroi en titane
Sutures
Tumeur
. et sa néovascularisation
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Fenétre d’observation
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[ Couche épidermique
[ ITissu sous-cutané

A

Figure 1. Chambre dorsale de métal et de verre. C’est dans une chambre trans-

[ Couche musculaire striée

parente de métal et de verre greffée chirurgicalement sur le dos de I"animal
qu’est le plus souvent implantée la suspension de cellules tumorales ou la
tumeur déja organisée destinée a étre étudiée par microscopie intravitale.
Cette chambre est constituée de deux parois de titane, symétriques, centrées
chacune par une fenétre se faisant vis-a-vis. Un pli est formé par I’étirement
de la peau du dos de la souris. Un des deux pans de ce pli est enlevé chirurgica-
lement sur une surface correspondant a la taille des fenétres de la chambre. Les
deux parois de la chambre sont alors positionnées et fixées de part et d’autre du
pli cutané. Atravers une des deux fenétres de la chambre apparait la face sous-
cutanée interne du pan postérieur du pli cutané. C'est dans cette fenétre dite
d’observation que sont déposées les cellules tumorales avant qu’elle soit refer-
mée par un verre. Un cathéter jugulaire permanent est implanté a la souris afin
de pouvoir injecter les produits fluorescents nécessaires a I’étude par microsco-

pie intravitale.



développement tridimensionnel de la tumeur. Au cours
de la méme séance, et afin que I’administration de
molécules ou de cellules fluorescentes soit possible de
facon répétée lors des séances de microscopie intravi-
tale, un cathéter permanent est implanté a I’animal
dans la jugulaire externe. Deux a trois a jours apres le
positionnement de la chambre de métal et de verre, et
en I'absence de réaction inflammatoire patente, les cel-
lules tumorales ou les morceaux de tumeur sont respec-
tivement injectées ou implantés sous le verre de la
fenétre antérieure. Les tumeurs utilisées le plus souvent
sont des tumeurs humaines (par exemple mélanome,
adénocarcinome colique humain, rhabdomyosarcome,
cancer de la prostate, cancer du sein ou gliome malin)
implantées dans des souris immunitairement défi-
cientes. Cependant, des tumeurs murines implantées
chez des souris syngéniques sont de plus en plus fré-
quemment utilisées (comme la lignée B16 de mélanome
murin implantée chez la souris C57/Bl6 ou les lignées
d’adénocarcinome mammaire murin [TS/A ou HCa-1],
etc.).

L’étude par microscopie intravitale de la tumeur
se développant dans la chambre est ainsi rendue pos-
sible de fagon répétée (pendant environ 1 mois avec les
chambres dorsales) et atraumatique pour ’animal. Lors
de I’examen par microscopie, I’animal est soit endormi,

soit simplement immobilisé dans un tube avant d’étre
placé sous les objectifs du microscope (Figure 2).

La technique de microscopie intravitale
proprement-dite
Appliquée a la pathologie cancéreuse, cette technique
est surtout utilisée pour I’étude du développement de la
microcirculation intratumorale et des phénomenes qui
se déroulent en son sein, comme I"adhérence de cellules
sur la paroi vasculaire. Pour étre visible a travers le
microscope, les phénomeénes étudiés sont rendus fluo-
rescents. Divers types de marqueurs fluorescents sont
utilisés selon le phénomene étudié.

Pour visualiser la microcirculation intratumorale
(son développement mais aussi ses propriétés hémody-
namiques), des marqueurs plasmatiques, comme le
dextran marqué a la fluorescéine (FITC-dextran), sont
utilisés. Des vaisseaux de trés petit calibre (moins de 5
micrometres de diametre) qui ne sont pas visibles par
transillumination sous le microscope (Figure 34) bénéfi-
cient ainsi de I'utilisation de la fluorescence (Figure 3B).
Le poids moléculaire des marqueurs est choisi précisé-
ment pour ne pas diffuser a I'extérieur du vaisseau.

Pour pouvoir étudier leur comportement dans la
microcirculation intratumorale, les cellules sanguines
sont rendues fluorescentes soit in vivo soit ex vivo avant
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Figure 2. Plate-forme de microscopie intravitale. La souris porteuse de la chambre dorsale dans laquelle se développe la masse

tumorale est immobilisée dans un tube de plexiglas. La chambre est positionnée dans une fente de la paroi du tube, ce qui la place

a I’extérieur de celui-ci. La fenétre d’observation est placée sous les objectifs du microscope a fluorescence qui est relié a une

caméra de haute sensibilité. Un magnétoscope enregistre les événements fluorescents visibles par ailleurs, en direct, sur un écran

de télévision (schéma adapté de [45]).
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d’étre réinjectées a "animal. La fluorescence in vivo est
obtenue par I’injection de marqueurs fluorescents mem-
branaires ou nucléaires (tels que la rhodamine—6G)
(Figure 3C) dans la circulation générale de la souris. Des
cellules naturellement fluorescentes issues d’animaux
exprimant des protéines fluorescentes comme la GFP
(green fluorescent protein) dans un type cellulaire défi-
ni [8] ou des cellules transfectées ex vivo par I’ADN
codant pour ces protéines fluorescentes peuvent aussi
€tre injectées a I'animal, et leur comportement étudié
dans la microcirculation d’intérét.

Les cellules tumorales peuvent aussi étre rendues
fluorescentes. La microscopie intravitale permet alors
de suivre le développement en volume de la tumeur ou
permet d’étudier la transmigration de métastases a tra-
vers les vaisseaux d’un tissu pouvant étre le siege d’une
localisation tumorale secondaire [9]. Les marqueurs
nucléaires comme 'acridine orange sont tres agressifs
pour les cellules tumorales et les tuent tres rapidement.
Les expérimentateurs préferent donc utiliser de la cal-
céine AM ou des billes fluorescentes de tres petit dia-
metre qui ne provoquent pas de lésions membranaires.
Dans le cas ou les cellules tumorales sont fluorescentes,
le contraste avec les vaisseaux intratumoraux, appa-
raissant en sombre, suffit a visualiser le lit vasculaire
intratumoral.

Une fois la souris installée sous le microscope, le
marquage réalisé et I’émission fluorescente des mar-
queurs provoquée par I'action d’'une lampe au xénon ou
a mercure, les phénomeénes sont filmés par une caméra
fonctionnant a tres bas niveau de lumiere et enregistrés
sur cassettes vidéo (Figures 2 et 3). U'enregistrement sur
cassettes permet la mise en mémoire de I’expérience et
I’analyse a posteriori d’un certain nombre de para-
metres qui seront détaillés dans les chapitres suivants.

€n pratique, c’est surtout a I’étude de la microcir-
culation intratumorale elle-méme et des phénomenes
qui s’y déroulent (comme I’adhérence de cellules sur la
paroi vasculaire) que la microscopie intravitale est utile
(Figure 4).

€tude de ’angiogenése et de la microcirculation
intratumorale

La vascularisation intratumorale est, depuis une dizai-
ne d’année, un des grands themes de la recherche dans
le domaine de la santé, parce qu’elle est essentielle au
développement des tumeurs cancéreuses et, par voie de
conséquence, une cible thérapeutique de choix. L'étude
de la cinétique de son développement est I'un des deux
grands champs d’application de la technique de micro-
scopie intravitale.

A Transillumination

B Fluorescence

FITC-Dextran

Figure 3. Images obtenues par microscopie intravitale.

A. Microcirculation visualisée par transillumination.
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C Fluorescence

+ 48119759 B1/84,26 - 01,8426 14:02:52 01/84,26

St

FITC-Dextran + Rhodamine 6 G

B. Microcirculation apreés injection d’un marqueur fluorescent plasmatique, le dextran marqué a la fluorescéine.
La comparaison entre A et B illustre I'avantage de I'utilisation de marqueurs fluorescents qui dessinent et rendent
visibles des vaisseaux qui sont imperceptibles lorsqu’ils sont étudiés par simple transillumination.

C. LUinjection d’'un marqueur nucléaire fluorescent, comme la rhodamine 6G, permet de visualiser sous le microscope

les cellules sanguines nucléées circulantes et de suivre leur passage et leur comportement dans le vaisseau.



Les paramétres étudiés par microscopie intravitale

Parallelement a I’analyse macroscopique du volume
tumoral (calculé selon "équation: T=2/3 x Ax H, oll A
est la surface de la tumeur et H I"épaisseur de la
tumeur), trois types de paramétres, hémodynamiques,
morphologiques et fonctionnels sont extraits de I’étude
de la microcirculation intratumorale par microscopie
intravitale. La mise au point de ces parametres a été
faite essentiellement par les équipes de R. Jain aux
€tats-Unis et de M. Menger en Allemagne. Les para-
metres hémodynamiques sont le débit sanguin et les
forces de cisaillement. Les parametres morphologiques
sont la longueur vasculaire, la surface vasculaire tota-
le, le nombre de vaisseaux et I’extrapolation du déve-
loppement en trois dimensions du réseau vasculaire.
Les parametres fonctionnels sont la densité vasculaire
totale qui est la somme de toutes les longueurs vascu-
laires ramenée a la surface de la tumeur vascularisée,
la densité fonctionnelle vasculaire totale qui est la
densité des vaisseaux perfusés et I'index de perfusion
qui est le rapport de la densité fonctionnelle vasculaire
totale et de la densité vasculaire totale. Cet index de
perfusion témoigne de I’efficacité de I'angiogenése. La
perméabilité vasculaire est aussi au nombre des para-
metres fonctionnels étudiés par microscopie intravita-
le. €lle est calculée selon la formule suivante : P = (1-
Ht) (V/S) (1/[1o — Ib]x[dI/dt] + 1/K) ou Ht est ’héma-
tocrite moyen dans les vaisseaux tumoraux (19 % en
moyenne chez la souris), | est I'intensité moyenne de
fluorescence calculée par traitement logiciel des
niveaux de gris de I'image totale, Ib et lo, les intensités
moyennes de fluorescence de I'image totale respective-

ment, avant et dans les premiers instants
apres I'injection de la substance fluores-
cente dont on teste la perméabilité, K la
clairance plasmatique (9,1 x 10%s), S la
surface totale vasculaire et V le volume
vasculaire total [10].

Les observations faites par microscopie

intravitale

L’étude par microscopie intravitale a

permis d’établir que la microcirculation

intratumorale ne présente pas les mémes

caractéristiques selon le type tumoral et

le tissu dans lequel s’implante la tumeur

[11, 12]. Cependant, un certain nombre

d’observations sont communes. Ainsi, la

microscopie intravitale montre que les

premiéres étapes de développement de

la vascularisation des tumeurs sont

caractéristiques d’un phénomene d’an-

giogenese. Des dilatations et élonga-

tions tortueuses des vaisseaux de I’hote

[13] sont tout d’abord observées, suivies

de I'interconnexion des vaisseaux entre

eux et de 'apparition d’un réseau vascu-

laire complexe. Autour des vaisseaux se

disséminent de petites hémorragies. La tumeur se met

a grossir dés que la vascularisation de la masse tumo-

rale dans son ensemble est accomplie. La circulation

intratumorale continue a se transformer, devenant de

plus en plus anarchique. Les vaisseaux alternent des

zones de rétrécissement et des zones de dilatation
mais leur diameétre reste en moyenne

Variations
du métabolisme
tumoral

Caractéristiques
phénotypiques
des cellules
endothéliales

&

Lumiére vasculaire

Adhérence ——
ala paroi
endothéliale
(cellules
immunitaires,
métastases...)

Transmigration
a travers ’endothélium
(cellules immunitaires,
métastases...)

Figure 4. Schéma récapitulatif des phénoménes pouvant étre étu-

diés par microscopie intravitale dans le cancer.
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Angiogenese

Perméabilité
2 vasculaire

globalement plus large que celui des
vaisseaux du tissu sain environnant
[14]. Des lacunes et des vaisseaux sinu-
soides peuvent étre trouvés au sein du
réseau vasculaire intratumoral. 11y a
une perte de la hiérarchie vasculaire et
il n’est plus possible de différencier
artériole, veinule et capillaire. Au fur et
a mesure du développement de la
tumeur, certaines zones deviennent
totalement avasculaires [15]. La densi-
té vasculaire et la surface vasculaire
sont trés élevées dans la périphérie mais
diminuent au centre de la tumeur [16].
Le débit de perfusion des vaisseaux
intratumoraux est hétérogene, un cer-
tain nombre de nouveaux vaisseaux ne
sont pas perfusés, d’autres le sont de
maniére intermittente [17]. Uindex de
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perfusion, qui est supérieur a 95 % dans un tissu nor-
mal, chute dans les tissus tumoraux. Il devient infé-
rieur a 40 % dans le gliome implanté dans la boite cra-
nienne [13]. Une des autres caractéristiques de la cir-
culation intratumorale est la grande perméabilité de la
barriere endothéliale. Cette perméabilité dépend du
micro-environnement et du type tumoral [18, 19] et
est variable dans le temps [20]. €Elle est augmentée
pour des molécules comprises entre 25 000 et 160 000
kDa ou de 100 & 600 nm de diamétre [10, 21]. Les
parois d’un méme vaisseau se faisant face n’ont pas
toujours la méme perméabilité.

Le traitement, par logiciel informatique adapté,
des images enregistrées par microscopie intravitale
permet une extrapolation en trois dimensions (fractal
dimensions en anglais) du dessin fait par le réseau
vasculaire dans le centre et en périphérie tumorale.
Cette extrapolation, ajoutée aux études sur la perméa-
bilité endothéliale et le débit de perfusion des vais-
seaux intratumoraux, a conduit a élaborer des hypo-
theses sur les propriétés hémodynamiques de la circu-
lation intratumorale et ses conséquences sur les
apports énergétique et nutritionnel au niveau de la
tumeur ou le transport de drogues antitumorales [22].
Ainsi, il semble que les zones de dilatation repérées
dans certains trongons vasculaires apparaissent pour
compenser la diminution de perfusion qui s’aggrave au
cours du développement dans le centre de la tumeur
[12]. D’autres mécanismes de compensation, comme
'augmentation de la vélocité cellulaire et celle du
débit de perfusion des vaisseaux restant perfusés, sont
aussi envisagés [23]. Il y aurait aussi un lien réci-
proque entre la perfusion des vaisseaux et la pression
interstitielle qui regne dans la masse tumorale et dont
on sait qu’elle est plus forte au centre qu’en périphérie
de la tumeur. Il a été montré qu’au centre de la tumeur,
I"augmentation du débit et de la pression de perfusion
intravasculaire engendre une augmentation de la pres-
sion interstitielle qui, en retour, détourne le sang vers
la périphérie tumorale [24]. U'étude mathématique du
développement en trois dimensions du réseau vascu-
laire intratumoral a aboutit a I’hypothese que le réseau
vasculaire se dessine principalement au hasard, sous
I’effet de forces agissant sur le mode « percolateur »
(les nouveaux vaisseaux se créant dans des zones de
tissus offrant une moins grande résistance), et non
uniquement en fonction de gradients de substances
angiogéniques. La modélisation mathématique d’un tel
réseau confirme que le mode de développement « per-
colateur » est a I'origine de I’anarchie spatiale du
réseau et, par voie de conséquence, a Iorigine de I’hé-
térogénéité du débit sanguin dans la tumeur [25].
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€tude des phénoménes cellulaires d’adhérence
dans les vaisseaux intratumoraux

’étude de I’adhérence des cellules sanguines sur la
paroi vasculaire est 'autre grand champ d’application
de la microscopie intravitale. Une des toutes premiéres
réactions de défense de I’organisme, lorsqu’il est agres-
sé, consiste a recruter des cellules immunitaires compé-
tentes sur le site de I'agression. C'est essentiellement
par voie sanguine que ces cellules compétentes sont
recrutées. Cette étape, qu’explore en direct et in situ la
microscopie intravitale, est donc un prérequis a toute
réaction inflammatoire et/ou immunitaire. De fagon
générale, ce recrutement se fait selon une cascade
d’événements qui débute par la breve interaction ou
accrochage des cellules sur la paroi endothéliale suivie
de leur roulement le long de celle-ci. Une fraction de ces
cellules cesse de rouler a la suite de I"activation de cer-
taines de leurs molécules d’adhérence et adhére ferme-
ment a la paroi. U'adhérence ferme est définie par un
arrét supérieur a 30 secondes. Elle est généralement sui-
vie de la diapédése des cellules dans le tissu extravas-
culaire (pour revues, voir [26-28]). C’est I’équipe de U.
von Andrian aux €tats-Unis qui a le mieux contribué ces
derniéres années a élaborer des paramétres fiables de
ces phénomeénes d’adhérence lorsqu’ils sont étudiés par
microscopie intravitale [29-32].

Les paramétres étudiés par microscopie intravitale

Ces parametres sont essentiellement la fraction de rou-
lement qui est le pourcentage de cellules ayant roulé a
la surface de I’endothélium d’un vaisseau donné dans un
temps donné, rapporté au nombre total de cellules qui
sont passées dans ce vaisseau pendant le méme temps,
et la fraction d’accrochage qui est le pourcentage de
cellules qui roulaient et qui se sont accrochées ferme-
ment plus de 30 secondes dans un vaisseau donné [32].

Les observations faites par microscopie intravitale
Le comportement des cellules immunitaires dans les
vaisseaux intratumoraux reste mal connu. Il a été mon-
tré qu’il y a globalement moins d’interaction des cellules
sanguines avec la paroi endothéliale que dans les vais-
seaux a distance de la tumeur [33-35] alors que les
études immunohistologiques montrent que I"endothé-
lium intratumoral exprime certains récepteurs des molé-
cules d’adhérence des cellules sanguines. Dans certains
modeles, I’adhérence est diminuée de plus de la moitié
[36]. 11 a aussi été montré que les phénomenes d’adhé-
rence sont encore plus diminués dans les vaisseaux des
zones de nécrose tumorale [15].

De nombreuses questions restent donc posées qui
pourraient bénéficier de la microscopie intravitale. €lles



sont centrées essentiellement autour de 'identification
des vaisseaux qui sont le siege de phénomenes d’adhé-
rence (intra- ou extratumoraux, angiogéniques ou non,
perfusés ou non), des cellules sanguines qui adhérent
dans ces vaisseaux et des molécules d’adhérence qui
sont effectivement exprimées et actives dans la lumiére
de ces vaisseaux. La microscopie intravitale, en répon-
dant a ces questions, pourrait indiquer quelles cellules
immunitaires sont recrutées dans les tumeurs, par quels
vaisseaux et par quels mécanismes les tumeurs minimi-
sent ce recrutement. Elle favoriserait ainsi la réflexion
nécessaire a "amélioration des protocoles anticancé-
reux, dits immunothérapeutiques, qui utilisent des cel-
lules immunitaires (lymphocytes activés, macrophages,
etc.) comme agent thérapeutique.

L’étude de I’adhérence des métastases dans
les vaisseaux des tissus secondairement envahis

Un autre champ d’application de la technique de micro-
scopie intravitale dans la pathologie tumorale dérive de
celui décrit précédemment. Il a été plus particuliere-
ment étudié par I'équipe de A. Groom au Canada. Il
s’agit de I’étude de la dissémination sanguine des
métastases cancéreuses. La microscopie intravitale est
capable de visualiser in situ I"étape d’adhérence des
cellules métastatiques sur I’endothélium des vaisseaux
de tissus qui sont le siege de localisation tumorale
secondaire tel que le cerveau, le foie, etc. [37].

La microscopie intravitale a montré que I'arrét des
métastases circulantes, dans les vaisseaux de tissus
secondaires, n’obéit pas au paradigme habituel de I’ad-
hérence des neutrophiles, monocytes et lymphocytes
sanguins a I’endothélium vasculaire (accrochage, rou-
lement, activation et arrét ferme). La taille des cellules
tumorales étant beaucoup plus importante que celle des
cellules sanguines, les métastases sont arrétées tout
d’abord sous I'effet de la contrainte de taille dans les
plus petits vaisseaux dont elles bloquent le flux sanguin.
Il s’agit des capillaires, des artérioles ou les sinusoides
hépatiques selon la localisation. Dans ce cas précis, les
cellules ne roulent pas a la surface vasculaire avant de
s’arréter. Sous 'effet de la poussée sanguine, elles se
déforment [38]. Elles peuvent méme éclater en plu-
sieurs fragments de moins de 5 pm de diametre, chacun
possédant une membrane cellulaire entourant du cyto-
plasme. Plusieurs heures apres, les cellules s’allongent
un peu plus a la surface vasculaire, émettent des pro-
longements et débutent leur transmigration a travers la
paroi endothéliale. Cette transmigration ne paraft pas
endommager la paroi endothéliale. Ce n’est qu’une fois
dans le tissu, et non dans le sang comme il avait été
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supposé, que les cellules tumorales proliferent.
Cependant, si les cellules tumorales survivent dans la
circulation, et transmigrent facilement, trés peu don-
nent des métastases cliniques pathogenes, démontrant
que I’habileté des cellules tumorales a former des
tumeurs secondaires n’est pas sous la dépendance
unique de leur capacité de transmigrer. Une fois dans le
tissu, les cellules tumorales migrent préférentiellement
autour des artérioles tissulaires [39] et dans des zones
particulieres selon I'organe envahi. Les mécanismes
moléculaires tissulaires et/ou génétiques tumoraux qui
réeglent la mort, la conservation en un état quiescent ou
la prolifération des cellules tumorales ayant transmigré
restent entierement a élucider. La microscopie intravi-
tale pourrait étre ici d’une aide certaine.

La microscopie intravitale peut aussi visualiser le
détachement des cellules tumorales de la masse tumo-
rale et leur passage dans la circulation sanguine. Cette
transmigration rétrograde se fait en trois étapes : (1)
sécrétion de protéases permettant le détachement de la
membrane basale et du stroma ; (2) transport des cel-
lules métastatiques vers les vaisseaux ; (3) transmigra-
tion rétrograde dans la circulation des vaisseaux san-
guins ou lymphatiques. La visualisation de cette trans-
migration rétrograde, qui est bien sir tres lente, a été
possible dans un travail unique et fascinant réalisé
grace a un microscope multiphotonique a utilisation
intravitale [40].

Conclusions

Ces 10 dernieres années, la technique de microscopie
intravitale a complété de fagon bénéfique les observa-
tions faites par étude histo-pathologique (immunohis-
tochimie, hybridation in situ, etc.) des tumeurs cancé-
reuses. L'avantage majeur de cette technique par rap-
port a ces examens classiques est d’ajouter a I’analyse
morphologique des tumeurs, des notions de fonctionna-
lité et de cinétique de développement. €lle n’est cepen-
dant pas sans limite. Sa limite principale, lorsqu’elle
utilise un simple microscope a fluorescence, est la pro-
fondeur du tissu exploré (moins de 40 um). Lutilisation
de microscopes confocaux ou multiphotoniques a sensi-
blement amélioré ce défaut (400 um de profondeur sont
potentiellement visualisables par de tels appareils)
[41]. Ces appareils ont aussi 'avantage de diminuer la
toxicité tissulaire et 'affadissement de I’émission fluo-
rescente. L'avenir est donc @ I’avénement d’une seconde
génération de microscopes utilisables in vivo qui combi-
neront résolution spatiale, temporelle et intracellulaire,
a la possibilité d’observer des organes ou des tumeurs
dans toute leur profondeur [42-44]. De ces développe-
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ments technologiques, il est raisonnable de penser que
de nouveaux champs d’application s’ouvriront a la
microscopie intravitale. Parmi eux, I’étude de la ciné-
tique intratumorale de molécules thérapeutiques
(Figure 4).

Réalisée in vivo chez I’animal, la microscopie
intravitale est une des étapes ultimes dans le transfert
des connaissances acquises lors d’études fondamen-
tales vers I'application a la médecine humaine. Les
observations qu’elle a permis ou permettra d’acquérir
sur les vaisseaux intratumoraux, les mouvements des
cellules impliquées dans la défense immunitaire de "or-
ganisme contre la tumeur cancéreuse ou la cinétique de
molécules thérapeutiques dans le tissu tumoral font
espérer qu’elle sera d’un apport non négligeable en thé-
rapie anticancéreuse traditionnelle ou en voie de déve-
loppement comme la thérapie antivasculaire ou I'immu-
nothérapie cellulaire anticancéreuse utilisant des cel-
lules dendritiques ou lymphocytaires. ¢
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SUMMARY

Intravital microscopy applied to cancer research
Intravital microscopy is a new-coming technology that
allows in situ observation, in an intact animal, of fluo-
rescent dynamic phenomena. In cancer research, its
strength is to provide a direct, continuous and non inva-
sive approach to visualize, in vivo, blood immune cell
adhesion and recruitment into the tumor and intratu-
moral angio- and vasculogenesis. Because taking place
in live animals, this technology is one of the final steps
in transferring observations from basic fundamental
science to patient’s bedside. By providing new insights in
tumoral vasculature development and immune cell
movements during carcinogenesis, it will be of great
interest in helping setting up appropriate new strategies
in cancer treatment, as antivascular therapy or cellular
immunotherapy using dendritic cells or lymphocytes. ¢
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